Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



0 Veroffentlichungsn'jmmer: 



0 299 402 

A2 



® 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 88111031.6 


© Intel- :C07K 7/20 , A61K 37/02 


© Anmeldetag; 11.07.88 




© Prioritat: 17.07.87 US 74126 


© Anmelder: ASTA Pharma Aktiengesellschaft 




WeismUllerstrasse 45 


© Veroffentiichungstag der Anmeldung: 


D-6000 Frankfurt am Main 1(DE) 


18.01.89 Patentblatt 89/03 






© Erfinder: Schally, Andrew V., Prof. 


© Benannte Vertragsstaaten: 


5025 Kawanee Avenue 


AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL SE 


Metairle, LA 70002(US) 




Erfinder: Bajusz, Sandor, Dr. 




10501 Curran Boulevard no. 5W 




New Orleans, LA 70127(US) 



© LHRH Antagonisten, deren Herstellung und entsprechende pharmazeutlsche Zubereitungen. 

© LHRH-Anatagonisten sind beschrieben, die eine verbesserte Wasserloslichkeit aufweisen, und die wahrend 
sie eine hohe antagonistische Wirksamkeit der basischen Peptide aufweisen, frei von oedematosen Auswirkun- 
gen sind. Diese Verbindungen sind hochwirksam in der Hemmung der Freisetzung von Qonadotropinen aus der 
HirnanhangsdrOse von SSugetieren einschliessiich Menschen. 

Die Verbindungen werden durch die folgende Formel wiedergegeben: 

X-R , -R 2 -R 3 -Ser-Tyr-R 6 -Leu-Arg-Pro-R ,0 -NH 2 

worin 

X eine Acylgruppe aus geraden oder verzweigten Ketten aiiphatischer oder aiicyciischer Carbonsauren mit 1 bis 
7 Kohlenstoffatomen oder eine Carbamoyl-Gruppe ist, 

R 1 D- oder L-Pro. D- oder L- 3 -Pro, D-Phe, D-Phe(4-CI), D-Ser. D-Thr, D-Ala, D-Nal(1) oder D-Nal(2) ist, 

R 2 D-Phe Oder OPhe(4-HI) ist. 

R 3 D-Trp, D-Phe, D-Pal(3). D-Nal(1) oder D-Nal<2) ist, 

R e D-Cit. D-Hci, D-Cit(Q) oder D-Hci(Q) und 

R 10 Gly oder D-Ala ist 

wobei HI Fluor, Chlor oder Brom und Q Ct-C3-Alkyl ist, 

und die pharmazeutisch annehmbaren Saureadditionssalze davon und Verfahren zur Verwendung in bezug auf 



^ diese Verbindungen. 
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LHRH ANTAGONISTEN, deren Herstellung und entsprechende pharmazeutische Zubereitungen 

Die voiiiegende Erfindung bezieht sich auf neue Peptide, die die Freisetzung von Gonadotropinen durch 
die HirnanhangsdrGse bei Saugetieren hemmen, ohne jedoch oedematose Reaktionen hervorzurufen. 
Insbesondere bezieht sich die voiiiegende Erfindung auf Analoge des das luteinisierende Hormon freiset- 
zende Hormons (LHRH), das die folgende Struktur aufweist: 
5 p-Giu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 , 

Salze davon und pharmazeutische Verbindungen und Anwendungsverfahren. die diese Analoge cetreffen. 

Wahrend mehr als 15 Jahren haben Forscher nach seleKtiv potenten Antagonisten Jes LHRH- 
Dekapeptids [M. Karten und J.E. Rivier. Endocrine Reviews, 7, 44-66 (1986)] gesucht. Das hohe Interesse 
an solchen Antagonisten ist in ihrer Niitziichkeit im Bereich der Endokrinologie. Gynakologie. Schwanger- 
10 schaftsverhiitung und Krebs begrundet. Bne grosse Anzahl von Verbindungen sind aJs potentielle LHRH- 
Antagonisten hergestellt worden. Die interessantesten Antagonisten, die bis heute gefunden worden sind. 
sind jene Verbindungen, deren Struktur eine Modifizierung der '.HRH-Struktur darstelien. 

Die erste Serie von potenten Antagonisten wurde durch die Einfiihrung von aromatischen Aminosaure- 
resten in den Stellungen 1. 2, 3 und 6 Oder 2. 3 und 6 erhalten. Die Verbindungen werden beschneben ais 
75 LHRH. das durch das Ersetzen der ursprOnglichen Aminosaure resten durch andere an den durch die 
hochgestellten Nummem bezeichnet wird. Die bekannten Antagonisten umfassen: 

[Ac-D-Phe(4-C]) , ' 2 f D-Trp 3 ' 5 ] LHRH (D.H. Coy. et. aL. in: Gross. E. and Meienhofer, J. (Eds) Peptides, 
Proceedings of the 6th American Peptid Symposium, S. 775-779, Pierce Chem.Co., Rockville. IL.1979): 
[Ac-Pro\ D-Phe(4-CI) 2 i D-Nal(2) 3 - S ] LHRH (US Patent Nr. 4.419.347) und 
20 [Ac- 2 Pro\D-Phe(4-Cl)* D-Trp-- 6 jLHRH (J.L. Pineda, et aL. J. Clin. Endocrinol. Metab. 56. 420. 1983). 

Urn die Wasserldslichkeit der Antagonisten zu erhfihen, wurden spater basische Aminosauren. wie zum 
Beispiel D-Arg, in der 6-Stellung eingefOhrt. Zum Beispiel [Ac-D-Phe(4-Ci) 1 - 2 D-Trp 3 , D-Arg*, D-Ala °] LHRH 
(ORG-30276) (D.H. Coy, et al.. Endocrinology, 100, 1445, 1982); und 

[Ac-D-Nal(2)\ D-Phe(4-F)\ D-Trp 3 . D-Arg 5 JLHRH (ORF 18260) (J.E. Rivier. et al.. In: Vickery B.H.. Nestor, 
25 Jr. J.J., Hafez, E.S.E. (Eds), LHRH and Its Analogs. S. 11-22 MTP Press, Lancaster. UK, 1984). 

Die Analoge wiesen nicht nur die erwartete verbesserte Wasserldsfichkeit auf, sondem zeigten auch 
eine verbesserte antagonistische Wirksamkeit Dennoch verursachen diese Susserst potenten. hydrophili- 
schen Analoge mit D-Arg und anderen basischen Seitenketten an der 6 Stellung, vorGbergehende Oedeme 
auf dem Gesicht und den ExtremitMten zu bilden. wenn sie Ratten in Dosen von 1,25 Oder 1,5 mg.kg 
30 subkutan verabreicht wurden (F. Schmidt, et al.. Contraception, 29. 283. 1984; J.E. Morgan, et al.. Int. Archs. 
Allergy Appl. Immun. 80. 70. (1986). Da das Auftreten von oedematogenen Auswirkungen nach der 
Verabreichung dieser Antagonisten bei Ratten Zweifel uber ihre Sicherheit bei der Verwendung bei Men- 
schen aufkommen liessen und so die Einfuhrung dieser Arzneimittel in die klinische Verwendung verzoger- 
ten. ist es wunschenswert. antagonistische Peptide vor2usehen. die frei von diesen Nebenwirkungen sind. 
35 Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf LHRH-Antagontsten. die eine verbesserte Wasserlfislichkeit 
und hohe antagonistische Potenz der basischen Peptide aufweisen und frei von oedematogenen Wirkungen 
sind. Diese Verbindungen sind hochpotent bei der Hemmung der Freisetzung von Gonadotropinen aus der 
Himanhangsdruse bei Saugetieren, einschliesslich bei Menschen. 

Die Verbindungen der voriiegenden Erfindung werden durch Formel I dargestellt: 

X-R'-R2-R3-Ser-Tyr-R 6 -Leu-Arg-ProR ,0 -NH 2 I 

worin 

X erne Acylgruppe, von geraden oder verzweigten Ketten aliphatischer Oder aiicyklischer Carbonsauren mit 
45 1 bis 7 Kohlenstoffatomen. oder eine Carbamoylgruppe ist, 

R 1 D- oder L-Pro, D- oder L-A 2 -Pro, D-Phe. D-Phe(4-HI), D-Ser. D-Thr. D-Ala. D-Nal(l) oder D-Nal(2) ist, 

R 2 D-Phe oder D-Phe(4-Hl) ist. 

" R r D-TrprD-Phe7D-Pal(3), D-Naldjoder D-Nal(2) ist. 

R 6 D-Cit. D-Hci. D-Cit(Q) oder D-Hci(Q) 
so R 1C Gly oder D-Ala ist, 

wobei HI Fluor, Chlor oder Brom und Q C'-Ci-Alkyl ist, und pharmazeutisch annehmbaren Saureadditions- 

salze davon. 

Die Verbindungen der Formel I werden nach den bekannten Methoden synthetisiert. wie zum Beispiel 
durch reine Festphasentechnik. teilweise Festphasentechnik oder durch die klassischen Losungskupplun- 
gen. Die Verbindungen der Formel I werden vorzugsweise durch eine bekannte Festphasentechnik herge- 
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stellt. Eine derartige Methode liefert Zwischenpeptide beziehungsweise Zwischenpeptidharze der Formel II: 
Xi-R 1 -R 2 -R 3 -Ser(X A )-Tyr(X s )-R -6 (X 6 )-Leu-Arg(X 8 )-Pro-R ,0 -NH-X 10 ^ II 

s worin Xi eine Acytgruppe 1st, basierend auf geraden und verzweigten Ketten aliphatischer Oder alicyclischer 
Carbonsauren mit 1 bis 7 Kohlenstoffatomen (insbesondere Acetyl), t-Boc, Wasserstoff Oder Carbamoyl, 
X 4 eine Schutzgruppe fur die Ser-Hydroxygruppe ist (zum Beispiel Benzyl. 2.6-Dichlor-benzyl), 
X s eine Schutzgruppe fGr die Tyr-phenoiische Hydroxylgruppe ist (zum Beispiel Benzyl, 2,6-Dichlor-benzyl, 
2-Chlor(2-brom)-benzyloxycarbonyl; Benzyloxycarbonyl), 

io X 6 eine Schutzgruppe fur die Lys- oder Orn Seitenkette-Aminogruppe ist (Benzyloxycarbonyl), 2-Chlorben- 
zyloxycarbonyl), 

X 8 eine Schutzgruppe fGr die Arg-Guanidinogruppe ist (NO2, Tos). 
X 10 ein Benzhydryl- oder Methylbenzhydrylgruppen erhaltendes Tragerharz ist. 
R 1 D- Oder L-Pro, D- oder L-A 3 -Pro. D-Phe. D-Phe(4-HI), D-Ser, D-Thr, D-Ala. D-Nal(1) Oder D-Nai{2) ist, 
15 R 2 D-Phe oder D-Phe(4-HI) ist, 

R 3 D-Trp t D-Phe, D-Pal(3), D-Nal(1),oder D-Nal(2) ist. 

R* D-Lys oder D-Orn, D-Cit, D-Hci, D-Cit(Q) oder D-Hci(Q) und R 10 Gly oder D-Ala ist, 
wobei HI Ruor, Chlor oder Brom ist, 

Eine Verfahrensweise besteht beispielsweise in der Umsetzung eines Peptides der Formel II. worin R* 
20 D-Lys oder D-Orn und X G Wasserstoff sind, mit einem Cyanat oder einer Verbindung die Cyanat liefert 
(Cyanat-Queile) zu einem Peptid der Formel III: 

X.-R 1 -R 2 -R 3 -Ser(X 4 )-Tyr(X 5 )-R- 6 -Leu-Arg(X 8 )-Pro-R ,0 -NH-X 10 III 

25 worin X», R\ R 2 , R 3 , X 4 , X s , X 8 , R 10 und X 10 die angegebenen Bedeutungen haben und R*" 6 Cit, Hci, Cit(Q) 
oder Hci(Q) ist. Vorzugsweise wird diese Reaktion ausgefuhrt, wenn Xi Acyl ist und alte anderen Reste X 
Wasserstoff sind. 

Geeignete Cyanate beziehungsweise cyanatliefernde Verbindungen sind: Alkalicyanate (zum Beispiel 
Kaliumcyanat), N-niederalkyl-isocyanate (N-ethylisocyanat). Die Peptide der Formel II werden vorzugsweise 
30 nach der bekannten Festphasentechnik synthetisiert. Die Umsetzung mit Cyanaten beziehungsweise cyanat- 
lefernde Verbindungen wird in Losungsmittein, vorzugsweise aprotischen Mitteln wie zum Beispiel wassri- 
gen DMF bei Temperaturen zwischen 0 und 50* C, vorzugsweise 0 und 25* C durchgefOhrt. 

Der Fortgang dieser Reaktion, das heitft die UberfGhrung von Orn/Lys-Peptiden in die entsprechenden 
CifrHci-Peptide kann leicht verfolgt werden durch HPLC in MeCN-wassrigen TFA-Systemen, infolge eines 
35 charakteristischen 2,6 ± 0,3 Minuten-Ansteigens der Retensionszeit von Cit/Hci- und zum Beispiel Cit(Ethyl)- 
Hci(Ethyl)-Peptiden im Vergleich 2U den entsprechenden Orn/Lys-Peptiden. 

Peptide der Formel I worin X eine Acylgruppe ist. werden direkt durch Spaitung und Entschutzen der 
Zwischenpeptidharze der Formel II erhalten, worin Xi eine Acylgruppe und R* 6 D-Cit t D-Hci, D-Cit(Q) Oder 
D-Hci(Q), Peptide der Formel I, worin X eine Carbamoyl-Gruppe ist. werden aus Peptidharzen der Formel II 
40 erhaiten, worin Xt Wasserstoff Oder Boc ist. und zwar durch Spaitung und EntschUtzen mit anschliessender 
Carbamoyiierung. 

Eine Gonadotropin antagonisierende, pharmazeutische Zusammensetzung wird durch Mischen der 

Verbindung der Formel I mit einem pharmazeutisch annehmbaren TrSger einschtiesslich MikrokQgelchen fur 

die verzogerte Abgabe vorgesehen. 
45 Es ist ebenfalls ein Verfahren vorgesehen, durch das Komplikationen erleichtert werden, die sich aus 

der physiologischen Verfugbarkeit von Mengen von Gonadotropinen aus der Hirnanhangsdruse beim 

Saugetier ergeben, die uber der gewunschten Menge liegen, was die Verabreichung an ein Saugetier einer 

Gonadotropin antagonisierenden Dosis der Verbindung der Formel I umfasst. 

Die zur Definierung der Peptide verwendete Nomenklatur stimmt mit jener durch die IUPAC-IUB- 
so Kommission Ober Biochemische Nomenklatur erlauterten Nomen klatur Uberein ( European X Biochem. , 

1984, 138 . 9-37), worin in Uebereinstimmung mit der herko mm lichen Darstellung die Aminogruppen beim 
— -N-Terminus nachHinks erscheinen und die Carboxyigruppe beim C-Terminus nach^ rechts; Der Ausdruck 

natUrliche Aminosauren wird allgemein flir natQrlich auftretende Aminosauren verwendet, die in Proteinen 

gefunden werden, die Gly, Ala, Val, Leu, He, Ser, Thr, Lys, Arg, Asp. Asn, Glu, Gin. Cys, Met. Phe, Tyr. Pro 
55 Trp und His umfassen. Die Abkiirzungen fur die einzelnen Aminosaurereste beruhen auf dem Trivialname 

der Aminosaure und sind Ala, Alanin: Arg, Arginin; Cit, Citrullin; Gly, Glycin; Hci, Homocitrullin; Leu. Leucin; 

Lys, Lysin; Pal(3), 3-(3-Pyridyl)alanin; Nal(2), 3-(2-Naphtyl)alanin; Nal(1). 3-(1-naphthyl)alanin; Orn. Ornithin; 

Phe, Phenyialanin; Phe(4-CI). 4-Chlorphenylaianin; Phe(4-F), 4-Fluorophenylalanin; Pro, Prolin; Ser, Serin; 
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Trp. Tryptophan und Tyr, Tyrosin. Alle hier beschriebenen Aminosauren stammen aus der L-Serie. wenn 
nicht anders erwahnt. zum Beispiei D-Trp bedeutet D-Tryptophan und D-Nal(2) bedeutet 3-<2-Naphtyl>-D- 
Aianin. D-Citf.Q) Oder D-Hci(Q) bedeuted, dai3 ein H-Atom der Aminogruppe des Ureidoteils des Citruiiins 
(Homocitrullins) durch die Alkylgruppe Q substituiert ist Andere verwendete Abkiirzungen smd: 



5 


AcOH 


Essigsaure 




AcOEt 


Aethylacetat 




AczO 


Essigsaureanhydrid 




Boc- 


tert. Butyloxycarbonyl- 




DIC 


Diisopropytcarbodiimid 


70 


DIEA 


N,N-Diisopropyl2thylamin 




DMF 


Dimethylformamid 




HOBt 


1 -Hydroxybenzentriazolhydrat 




HPLC 


Hochdruckflussigchromatograph 




MeOH 


Methylalkohol 


'5 


TEA 


TriSthylamin 




DCC 


Dicyclohexylcarbodiimid 




MeCN 


Acetonitn! 




IpOH 


Isopropanol 




Z(2-C1) 


2-Chlorbenzyloxycarbonyl 


20 


DCB 


2.6-Dichlorbenzyl 




Tos 


p-Toluolsulfonyl 




TFA 


Trifluoressigsaure 




2 Qenzyioxycarbonyj 



Besonders bevorzugt sind die LHRH-Analoge der Formel I, worin: 
25 X Acetyl oder Carbamoyl ist 

FTD-Phe(4-CI). D-Nal(2). Pro Oder D-Phe ist, 

R2 D-Phe(4-CI) Oder D-Phe(4-F) ist. 

R 2 D-Trp oder D-Pal(3) ist. 

R 6 D-Cit. D-Hci. D-Cit(Ethyl), D-Hci(Ethyl) ist und 
30 R 15 D-Aia ist. 

Die Herstellung der erfmdungsgemaflen Peptide erfolgt dadurch. dafl man sie durch in der Peptidche- 
mie Ubliche Fragmentkondensation von entsprechenden Peptidbruchstucken oder durch in der Peptidche- 
mie ublichen stufenweisen Aufbau herstellt Oder dafl man in einem Peptid der Formel I. worin R 6 D-Orn 
Oder D-Lys ist, die freie Aminogruppe von D-Orn Oder D-Lys durch Umsetzung mit einem Alkalicyanat oder 

35 einer Cyanatliefemden Verbindung oder einem C--C3-Alkylisocyanat zur Ureidogruppe umsetz und gegebe- 
nenfalls die erhaltenen Peptide acyliert und/oder in die Amide uberfuhrt und gegebenenfalls in physiologi- 
sch unbedenkliche Sauresalze uberfuhrt. 

Der stufenweise Aufbau erfolgt zum Beispiei, indem man zunachst die Carboxy-terminale Aminosaure 
Glycin oder D-Alamn beziehungsweise deren Amide, deren a-standige Aminogruppe geschutzt ist. an einen 

-to hierfur ublichen synthetischen Trager kovalent bindet, die a-Ammo-Schutzgruppe abspaltet. an die so 
erhaltene freie Aminogruppe die nachstfolgende geschutzte Aminosaure uber ihre Carboxy-Gruppe bindet, 
dann wiederum die a-Amino-Schutzgruppe dieser zwetten Aminosaure abspaltet. hieran die nachste 
Aminosaure bindet und in dieser Weise Schritt fur Schritt die ubrigen Aminosauren des zu synthetisieren- 
den Peptids in der richtigen Reihenfolge verknupft und nach Verknupfung alter Aminosauren das fertige 
, 45 Peptid gemMfl Anspruch 1 vom Trager abspaltet und gegebenenfalls weitere vorhandene Seitenfunktions- 
Schutzgruppen abspaltet. 

Bei der Fragmentkupplung verwendet man vorzugsweise die ohne Racemtsierung verlaufende Azidkup- 
plung oder die Dicyclohexylcarbodiimid/ 1 -Hydroxy benzotriazolbeziehungsweise DCC/3-Hydroxy-4-oxo-3.4- 
dihydro-l.2,3-benzotriazin-Methcde. Man kann auch aktivierte Ester von Fragmenten einsetzen (DCC = 
so Dicyclohexylcarbodiimid). 

Fur die "stuf en weise Kondensation von Aminosauren eigrien~sich besonders gut aktivierte Ester von 
Benzyioxycarbonyl-aminosauren. wie zum Beispiei N-Hydroxysuccinimidester Oder 2.4.5-Trichlorphenyle- 
ster und 4-Nitrophenylester . Die Aminolyse der beiden letzteren Aktivester la/3t sich sehr gut durch N- 
Hydroxyverbindungen. die in etwa die AciditSt der Essigsaure besitzen, wie zum Beispiei 1-Hydroxybenzo- 
55 triazol katalysieren. 

Als intermedial Aminoschutzgruppen bieten sich abhydrierbare Gruppen wie zum Beispiei der Benzy* 
loxycarbonylrest { = Z-Rest) oder schwach sauer abspaltbare Gruppen wie zum Beispiei der 2-(p-Diphenyl)- 
isopropyloxycarbonyl- oder 2-(3.5-Dimethoxyphenyl)-isopropyloxy-carbonylrest an. 
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Die stufenweise Kondensation erfolgt durch Synthese aus den entsprechenden, gegebenenfalts in 
Gblicher Weise geschGtzten Aminosauren, in herkommlicher Weise. Ebenfalls ist die Verwendung automati- 
scher Peptid-Synthesierer, zum Beispiel Beckman Model 990 Peptid Synthetisierer moglich unter Verwen- 
dung der auf Gbliche Weise im Handel erhaltlichen geschGtzten Aminosauren. 

5 Diese Synthese erfolgt zum Beispiel in der hierfur ublichen Weise aus den entsprechenden ge- 
schGtzten Aminosauren, indem man zunachst die Carboxy-terminale Aminosaure des zu synthetisierenden 
Peptids, deren a-standige Aminogruppe geschGtzt ist an einen hierfur ublichen synthetischen Trager 
kovalent bindet. die a-Amino-Schutzgruppe abspattet an die so erhaltene freie Aminogruppe die nachstfol- 
gende geschGtzte AminosSure Gber ihre Carboxy-Gruppe bindet dann wiederum die a-Amino-Schutz- 

10 gruppe dieser zweiten Aminosaure abspaltet hieran die nachste Aminosaure bindet und in dieser Weise 
Schritt fOr Schritt die Gbrigen Aminosauren des zu synthetisierenden Peptids in der richtigen Reihenfolge 
verknupft und nach VerknUpfung aller Aminosauren das fertige Peptid vom Trager abspaitet und gegebe- 
nenfalls weitere vorhandene Seitenfunktions-Schutzgruppen abspaltet. 

Die Reaktion zur VerknGpfung der Aminosauren finden in dem Temperaturbereich von 10-40* C. 

is vorzugsweise 20 - 30° C. gegebenenfalls in einem hierfGr ublichen indifferenten Losungs- Oder Suspen- 
sionsmittel (zum Beispiel Dichlormethan) statt wobei gegebenenfalls zur Verbesserung der Loslichkeit bis 
zu 20% Dimethylformamid zugesetzt werden kann. 

Als synthetlsches TrSgermaterial kommen synthetische Polymere in Frage, zum Beispiel quellbares 
Polystyrolharz in Perlenform (beispielsweise ein chiormethyliertes Copolymerisat aus Polystyrol und 1% 

20 Divinylbenzol). Als Schutzgruppen fur die o-standigen Aminogruppen kommen zum Beispiel in Frage: 
tertiare Butyloxycarbonylgruppe, Carbobenzoxygruppe beziehungsweise Carbobenzthiogruppe 
(gegebenenfalls jeweiis mit p-Brom Oder p-Nitro-benzylrest), Trifluoracetylgruppe, Phthalylrest, o-Nitrophe- 
noxyacetylgruppe, Trityigruppe, p-Toluolsulfonylgruppe, Benzylgruppe, im Benzolkern substituierte Benzyl- 
reste (p-Brom- Oder p-Nitro-benzylrest), a-Phenyhethylrest. Hierzu wird auch auf das Buch von Jesse P. 

25 Greenstein und Milton Winitz, Chemistry of Amino Acids. New York 1961, John Wiley and Sons, Inc.. 
Volume 2. beispielsweise Seite 883 und folgende sowie The Peptids. Volume 2, Ed. E. Gross and J. 
Meienhofer, Academic from New York, Tabelle III und IV verwiesen. Diese Schutzgruppen kommen 
grundsatzlich auch fGr den Schutz von weiteren funktionellen Seitengruppen (OH-Gruppen, Nhfe-Gruppen) 
der in Frage kommenden Aminosauren in Frage. 

30 Vorhandene Hydroxygruppen (Serin, Threonin) werden vorzugsweise durch Benzylgruppen und Shn- 
liche Gruppen geschGtzt. Weitere nicht a-standige Aminogruppen (zum Beispiel Aminogruppen in w- 
Steilung; Guanidinogruppe des Arginins) werden vorzugsweise mit Nitro-Gruppen geschutzt 

Die VerknGpfung der einzeinen Aminosauren miteinander erfolgt nach den hierfGr Gblichen Methoden. 
Insbesondere kommen in Frage: 

as Methode der symmetrischen Anhydride (in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid), 
Carbodiimid-Methode. 
Carbodiimid-Hydroxybenzotriazol-Methode 
(siehe The Peptids. Volume 2. Ed. E. Gross and J. Meienhofer). 

FQr die VerknGpfung von Arginin wird vorzugsweise die Carbodiimid-Methode benutzt. fGr die VerknGp- 

40 fung von Asparagin sowie von Glutamin wird vorzugsweise die Carbodiimid-Hydroxy-benzotriazol-Methode 
benutzt (siehe The Peptids, Volume 2, Ed. E. Gross and J. Meienhofer). FGr die Gbrigen Aminosauren wird 
im allgemeinen die Methode der symmetrischen Oder gemischten Anhydride benutzt. 

Die Herstellung von Peptiden gemafl Anspruch 1, worin jedoch R 6 D-Orn oder D-Lys ist 
(Ausgangsstoffe fur die Umsetzung mit Cyanat) kann beispielsweise durch den angegebenen stufenweisen 

45 Peptid-Aufbau oder durch Fragmentkondensation erfolgen. 

Wenn erfindungsgemSfle Peptide hergesteilt werden. worin R 6 Cit(Q) oder Hci(Q) ist, wird im allgemei- 
nen bei der Peptidsynthese das entsprechende an der endstangen Ureidogruppe durch die Alkylgruppe Q 
substituierten Cit oder Hci eingesetzt. 

Das UberfGhren der Peptide I in ihre Saureadditionssaize kann durch Umsetzen derselben mit Sauren 

so in an sich bekannter Weise bewerkstelligt werden. Umgekehrt kann das Freisetzen der freien Peptide durch 
Umsetzen ihrer Saureadditionssaize mit Basen durchgefGhrt werden. _____ _ 

~ Bei" dem Rersteilungsverfahren handelt es sich also zum Beispiel um ausschlieBliche Festphasentechni- 

ken, um teilweise Festphasentechniken. um Fragmentkondensation Oder um klassische Losungsphasensyn- 
these. (Siehe M. Bodanszky, "Principles of Peptide Synthesis", Springer- Verlag, 1984). 

55 Zum Beispiel sind die Methoden der ausschliesslichen Festphasensynthese im Lehrbuch "Solid Phase 
Peptide Synthesis", J.M. Stewart and J.D. Young, Pierce Chem. Company, Rockford, III., 1984 (2. 
Ausgabe), G. Barany und R.B. Merrifield, "The Peptides", Ch.1. S. 1-285, 1979, Academic Press, Inc. be- 
schrieben. 
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Kiassische Losungssynthese ist ausfuhrlich in der Behandlung "Methoden der Organischen Chemie 
(Houben-Weyl). Synthese von Peptiden". E. Wunsch (Herausgeben (1974), Georg Thieme Verlag, Stuttgart. 
BRD. beschrieben. 

Derartigen Synthesen ist gemein, dass die reaktiven Seitenkettenfunktionsgruppen der verschiedenen 
s Aminosaureresten mit angebrachten Schutzgruppen geschQtzt werden, die eine chemische Reafction an 
dieser Stelle verhindern wird. bis die Gruppe endgQItig entnommen ist. Im aligemeinen ist ihnen auch der 
Schutz einer alpha-Aminogruppe auf einer Aminosaure Oder einem Fragment gemem. wahrend das Ganze 
an der Carboxylgruppe reagiert worauf die selektive Entnahme der alpha-Aminoschutzgruppen folgt. um die 
darauffolgende Reaktion an dieser Stelle stattfinden zu iassen. Demgemass ist es ihnen ebenfails gemein, 
10 ein Zwischenprodukt als eine Stufe der Synthese herzustellen, das jedes der Ammosaurereste umfasst und 
an seiner gewunschten Sequenz in der Peptidkette angebracht ist, wobei die Seitenkettenschu'zgruppen mit 
den passenden Resten verbunden werden. 

Die Verfahren der voriiegenden Erfindung konnen durchgefuhrt werden. mdem eine Vielzahl von 
Unterstutzungsphasen verwendet werden. Diese Unterstutzungsphasen konnen zum Beispiel Harze wie 
15 Benzhydrylaminharze (angebrachterweise 2% netzverbunden), p-Methylbenzhydratammharze 
(angebrachterweise 2% netzverbunden) Oder ahnliches. # 
In Formel II: 

sind R\ R 2 und R 3 weiter oben naher beschrieben, 

X* ist Wasserstoff Oder eine Acylgruppe, die von geraden Oder verzweigten Ketten aliphatischer oder 
20 alicyclischer Carbonsauren mit 1 bis 7 Kohlenstoffatomen abgeieitet sind, oder eine alpha-Amino- 
schutzgruppe. Die alpha-Aminoschutzgruppen vorgesehen durch X 1 sind jene, die aus dem Stand der 
Technik fur die stufenweise Synthese fur Polypeptide wohlbekannt sind. Unter den Klassen von alpha- 
Aminoschutzgruppen, die als X" verwendet werden konnen, konnen Fluorenylmethoxy carbonyl (Fmoc) 
oder t-Butoxycarbonyl (Boc) genannt werden. 
2$ X 4 kann eine angebrachte Schutzgruppe fur die Hydroxylgruppe des Ser wie zum Beispiel Benzyl (Bzl) und 
2.6-Dichlorbenzyl (DCB) sein. Die bevorzugte Schutzgruppe ist Bzl. 

X s kann eine angebrachte Schutzgruppe fur die Phenylhydroxylgruppe von Tyr wie zum Beispiel Bzl, 2-Br- 
Z und 2,6-Dichlorbenzyl (DCB) sein. Die bevorzugte Schutzgruppe ist DCB. 

X 6 ist eine angebrachte Schutzgruppe fur die Seitenkettenaminogruppe von Lys oder Orn. Beispielhaft fUr 
30 angebrachte Seitenkettenaminoschutzgruppe sind Benzyloxycarbonyl (Z) und 2-Chlorbenzyloxycarbonyl [Z- 
(2-CI)]. 

X s ist ein angebrachte Schutzgruppe fOr die Guanidinogruppe von Arg, wie zum Beispiel Nitro, Tos. Methyl- 
(t-Butylbenz)-sulfonyl. 4-Methoxy-2.3.6-trimethylbenzsulfonyl: Tos ist die bevorzugte Gruppe. 
X* c ist eine die Amidgruppe schGtzende Benzhydryl- oder Methylbenzhydrylgruppe, die in ein hierfUr 
35 ubliches Tragerharz eingebaut ist (zum Beispiel 98% Styrol-2%-divinylbenzol Copoiymerisat. welches 
Benzhydrylamm- oder Methylbenzhydrylamingruppen enthalt). 

Die Wahl einer Seitenkettenaminoschutzgruppe ist nicht kntisch. es sei denn. es wird im aligemeinen 
eine ausgewahlt. die im Verlauf der Entfernung der alpha-Aminoschutzgruppen wahrend der Synthese nicht 
entnommen wird. 

40 Die Peptide der Formel I werden aus Zwischenpeptidharzen der Formel II durch aus dem Stand der 
Technik bekannte Methoden hergestellt. 

Die Festphasensynthese der Zwischenpeptidharze der Formel II wird im wesentlichen wie bei Merrifield. 
J. Am. Chem. Soc. 85. S. 2149 (1963) beschrieben durchgefuhrt. Festphasensynthese beginnt am C- 
Termmal-Ende des Peptids durch Koppeln einer geschutzten a-Aminosaure an ein angebrachtes Harz. 
45 Derarttges Ausgangsmatenal kann hergestellt werden, indem a-Amino geschiltztes Gly oder D-Ala durch 
etne Amidbindung an emen Benzyhydrytaminharz gebunden wird. Derartige Tragerharze sind allgemein im 
Handel erhaltlich und werden im aligemeinen verwendet, wenn das gewunschte. zu synthetisierende 
Polypeptid am C-Terminal ein a-Carboxyamid aufweist. 

In einer Ausfuhrungsform der Synthese wird die primare Aminogruppe von Gly oder D-Ala mit einem t- 
50 Butoxycarbonyiierenden Wirkstoff geschQtzt und das Koppeln wird durchgefuhrt. indem man irgendeine der 
— - bekannten Dialkylcarbodiimid-Koppel-Verfahren verwendet. - - -------- — 

Die Auswahl eines angebrachten Koppelreagens ist dem Fachmann bekannt. Ein besonders angebrach- 
ter Koppelreagens ist N.N -Diisopropylcarbodiimid (DIC). 

Aktivierende Reagenzien und ihre Verwendung bei der Peptidkopplung sind in M. Bodanszky, 
55 "Principles of Peptide Synthesis", Springer-Verlag, 1984 beschrieben. 

~ Jede geschutzte Aminosaure oder Aminosaurensequenz wird in den Festphasenreaktor mit ungefahr 
doppeltem Ueberschuss emgefGhrt, und das Koppeln kann in einem Medium von DMFrCHsCfe (1:1) oder in 
CH2CI2 allein durchgefuhrt werden. In Fallen, bei denen unvollstandiges Koppeln auftritt. wird das Koppel- 
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verfahren wiederholt. bevor die alpha-Aminoschutzgruppe vor dem Koppeln mit der nachsten Aminosaure 
entnommen wird. Der Erfolg der Koppelreaktion in jeder Stufe der Synthese wird vorzugsweise durch 
Ninhydrinreaktion wie bei E. Kaiser, et al., Anal. Biochem. , 34. 595 (1970) beschrieben UberprGft. 

Nachdem die gewunschte Aminosaurensequenz der Peptidharze der Formel II vervoilstandigt wurde, 

5 wird die Boc-Gruppe am Terminal entfernt und, wenn erwunscht, eine N-Terminal-Acylierung durchgefuhrt, 
indem ein angebrachtes Acylanhydrid Oder Saurechlorid in einem 50-fachen Ueberschuss in einem 
halogenierten Kohlenwasserstofflosungsmittel verwendet wird; angebrachterweise Essigsaureanhydrid in 
Methylenchlorid wShrend 30 Minuten. Das Zwischenpeptid kann aus dem Tragerharz entnommen werden, 
indem es mit einem Reagens wie zum Beispiel flussiges Wasserstofffluorid behandelt wird, das nicht nur 

to das Peptid vom Harz spaltet, sondern auch alle ubrigen Seitenkettenschutzgruppen X 4 . X 5 . X 8 t X' c und. 
falls vorhanden X 6 spaltet. 

Wird fOr die Spaltung Wasserstoff-Fluorid verwendet dann sind im Reaktionsrohrchen Anisol odor M- 
Cresol Oder wenn erwUnscht Methylathylsulfid als SpUimittel vorhanden. 

Die UberfUhrung von Peptiden II, worin R* 6 D-Lys oder D-Orn und X 6 Wasserstoff ist in Peptide I mittels 
is Cyanat ist in den vorhergehenden Seiten beschrieben, 

Wenn die Acylierung ausgeiassen wird. fUhrt die Behandlung von Peptidharze der Formel II mit 
Wasserstofffluorid zu Dekapeptiden, welche freie omega-Amino und/oder alpha-Aminogruppen aufweisen 
und Formel II entsprechen, worin Xi, X*. X s , X 8 , X 10 und, falls vorhanden, X 6 , Wasserstoff sind. Diese freien 
Peptide werden in Peptide der Formel I umgewandelt, worin X eine Carbamoylgruppe ist, und zwar durch 
20 Behandlung von Cyanat, angebrachterweise Alkalimetallcyanat, vorzugsweise Kaliumcyanat. Die letztge- 
nannte Reaktion, d.h. Umwandlung von H2N in H 2 N-CO-NH am Aminoterminus der Peptide und die 
Umwandlung der Orn/Lys-Reste in die Cit/Hci-Reste kann leicht durch HPLC mittels MeCN-wassrige TFA- 
Systeme wegen einer charakteristischen 2-3-minutigen Erhohung der RUckhaltezeiten der carbamoylisierten 
Peptide beobachtet werden, d.h. Verbindungen mit der hbN-CO-NH-Gruppe. in bezug auf ihre mit der H2N- 
25 Gruppe verwandten Verbindungen. 

Alternate und bevorzugt werden Peptide i. worin X = Acyl Oder Carbamoyl ist direkt aus Zwi- 
schenpeptid-Harzen der Formel II, worin Xi Acyl oder Carbamoyl und R* D-Cit. D-Hci. D-Cit(Q) oder D-Hci- 
(Q) ist, erhalten durch Spaltung und Abspaltung von Schutzgruppen. 

Obwohl eine ausschliessliche Festphasensysnthese und eine teilweise Festphasensynthese der Verbin- 
30 dungen der Formel I ebenfalls hierin beschrieben wird, kann die Herstellung der Verbindungen auch mit 
Hilfe von klassischen Losungsphasenmethoden hergestellt werden. 

Die wie in den Beispielen beschrieben hergestellten, synthetischen Peptide werden mit zwei der 
potentesten, in letzter Zeit beschriebenen LHRH-Antagonisten verglichen, namlich [Ac-D-Phe(4-Ci) 1 ' 2 . D- 
Trp 3 , D-Arg 5 , D-Ala ,0 ]LHRH (ORG-30276) (Coy, et al., Endocrinology, 100, 1445. 1982) und [Ac-D-Nal(2)\ 
35 D-Phe(4-F) 2 , D-Trp 3 , D-Arg 5 ]LHRH (ORF 18260) (Rivier, et al., In: Vickery, B.H., Nestor. Jr., J.J. Hafez, 
E.S.E. (Eds.), "LHRH und Its Analogs". S. 11-22. MTP Press. Lancaster. UK. 1984), und es wurde 
festgestellt, dass sie ahnlich hohe Hemmwirkungen sowohl in vitro als auch in vivo aufwiesen, allerdings mit 
der Ausnahme, dass sie im Gegensatz zu den Kontrollpeptiden keine in vivo oedematose Wirkungen 
zeigten. 

40 Die hormonal© Wirksamkeiten in vitro wurden verglichen mit superfundierten Zellsystemen der Hirnan- 
hangsdriise von Ratten (S, Vigh and A.V. Schally. Peptides. 5 suppl. 1: 241-247, 1984) bei denen die 
Wirksamkeit von LHRH (und anderen freisetzenden Hormonen) kann genau festgestellt werden, da die 
Menge des LH (oder anderer Hirnanhangsdrusenhormone), die in das ausstromende Medium abgegeben 
wird, nicht nur proportional zur Hormon freisetzenden Potenz der angewandten Peptide ist, sondern 

45 ebenfalls leicht messbar anhand von gut beschriebenen Radioimmunotests ist. 

Um die Potenz eines LHRH-Antagonisten zu bestimmen, werden Mischungen, die LHRH in einer 
gleichbleibenden Konzentration (herkdmmlicherweise 1 nM) und den Antagonisten in wechselnden Konzen- 
trationen enthalten. fOr das Superfundieren verwendet. um das Molekularverhaltnis des Antagonisten zum 
LHRH zu bestimmen, bei dem das Wirken des LHRH voilstandig blockiert ist. Diese VerhSltnisse sind 

50 ungefahr 5 fUr beide Peptide der vorliegenden Erfindung und die Vergleichspeptide, wenn das Zellsystem 

der HirnanhangsdrUse der Ratte zuvor mit Antagonisten wahrend 9 Minuten vorinkubiert wird. 
— - —Bei einenrrin vivo ~Ovulationshemmungstest~(A. Corbin and C.W. BeattierEndocrr Res. Commun*. 271-~ 
23, 1975; D.H. Coy. et al.. Endocrinology, 100. 1445, 1982) wurden bei den erfindungsgemassen Peptiden 
ebenfalls festgestellt. dass sie ungefahr gleich wirksam sind, wie der Kontrolfantagonist. namlich 87.5 - 

55 100% Hemmung der Ovulation kann bei einer subkutan verabreichten Dosis von 1-3 ug/Ratte fllr jedes 
Peptid beobachtet werden. 

Beim oedematischen Versuch von Schmidt, et al. (Contraception, 29. 283-289, 1984) konnte jedoch ein 
ausgepragter Unterschied zwischen den Kontrollpeptiden und den erfindungsgemassen Peptiden festge- 
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stellt werden. Die Kontrollpeptide bewirken Oeaeme im Gesicht und auf den Extremitaten. wenn diese 
Ratten subkutan in Dosen von 1.25 Oder 1.5 mgkg verabreicht wurcen. Bei den ertindungsgemassen 
Peptiden konnten keine derartige Reaktion beobachtet werden, wenn sie subkutan m einer Dosis von 1.5 
mg kg verabreicht wurden. 

5 In den durchgefUhrren Versuchen wurden die Ratten in drei Gruppen zu je funf Ratten pro Gruppe und 
pro untersuchter Verbindung eingeteilt. Ein Vergieich wurde angestellt mit einer bekannten Verbindung aus 
dem Stand der Technik mit der Bezeichnung ORG 30276 (N-Ac-D-p-Cl-Phe*- 2 . D-Trp^. D-Arg*. D-Ala :c ) 
Einmal pro Tag an zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurde den Gruppen subkutan LHRH-Antagonisten mit 
einer Dosierung von 1 .5 mg.kg injekziert. Einer Kontroilgruppe wurde nur Veraunnungsmittel mjekziert. Die 

10 Ratten wurden w§hrend 5 Stunden pro Tag beobachtet. Die Reaktionen cer Ratten burden wie folgt 
klassifiziert: NR keine sichtbare Reaktion. PR teilweises Ansprechen: Oedeme im nasal und. paranasalen 
Bereich, FR vollstSndiges Ansprechen: Oedem im Gesicht mit oedematosen Extremitaten. 
Die Ergebenisse sind in Tabelle 1 unten zusammengefasst. 

15 Tabelle 1 



LHRH 
Antagonist 


LTag 


2. Tag 


NR 


PR 


FR 


NR 


PR 


FR 


ORG 30276 


3 


7 


0 


0 


0 


10 


Kontrolle 


9 


0 


0 


9 


0 


0 


Beispiel I 


8 


0 


0 


8 


0" 


0 


Beispiel III 


8 


0 


0 


8 


0 


0 


Beispiel IV 


9 


0 


0 


9 


0 


0 


Beispiel V 


9 


0 


0 


8 


1' 


0 


Beispiel XX 


9 


0 


0 


8 


r 


0 


Beispiel XXI 


9 


0 


0 


9 


0 


0 


Beispiel XXVI 


8 


0 


0 


8 


0 


0 


Beispiel XXVII 


9 


0 


0 


9 


0 


0 



* sehr geringes Gesichtsoedem 



Alle dargestellten Peptide sind vollstandig wirksam bei der Hemmung der LHRH-Ausschuttung in 
einigermassen vernunftigen Konzentrationen in vitro , obwohl die meisten etwas weniger potent sind ais die 
vorliegenden in vitro-Standards: allerdings sind diese Peptide in vivo viel potenter. 

Dies wurde bei einem Versuch Ober die Histamin-Freisetzung in vitro aus den Bauchfell-Mastzellen 
gezeigt, der in Uebereinstimmung mit dem Verfahren nach Morgan et al. (Int. Archs. Allergy appl. Immun. 
80, 70. 1986) durchgefuhrt wurde. 



In vitro Freisetzung von Histamin 

Bei diesem Versuch wurden Ratten mit Aether narkotisiert und Bauchhdhienexsudatzeilen wurden 
geerntet, mdem sie mit 12 ml Mastzsllenmedium (MCM), (150 m M NaCI; 3 m M KCI; 3.0 m M Na2HPO*; 
3,5 m M KH2PO*, 0.98 m M CaCI; 5,6 m M Dextrose, 0.1°oiges Kalbsserumalbumin; 0.1%ige Gelatine und 
10 Eml Heparin) [9] gewaschen wurden. Zellen von 4 oder 5 Ratten wurden gesammelt. bei 120 G 
zentrifugiert mit MCM auf eine Konzentration von 0.5 x 10 6 ml resuspendiert und 1 ml wurde in 12 x 75 
mm Polyathylen-Rohrchen aliquotiert Die Rohrchen wurden w^hrend 15 min. auf 3J* C ausgeglichen und, 
allein {Hintergrundfrersetzung von Histamin) mit 48/80 (positive Kontrolle) (Sigma Chemicals. St. Louis. Mo.) 
oder mit angebrachten Konzentrationen (1 ng bis 10 ug/ml) an LHRH-Antagonisten wahrend 60 min. 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch AbkCihlen der Rohrchen auf 4*C beendet. Die RShrchen wurden 
zentrifugiert die Ueberstande wurden entfernt und bei -20 *C gelagert, bis sie nach Histamin untersucht 
wurden. Die Versuche wurden doppelt durchgefuhrt Das gesamte Zellhistamin wurde durch Sieden 
wahrend 10 min. festgestellt. Das in Reaktion auf den Antagomsten ausgeschuttete Histamin wurde ais 
Prozentsatz der gesamten Ausschuttung ausgedruckt. Diese Konzentrationen. die in ungefahr 50 o/ o des 
gesamten Mastzellen-Histamins (HRDsn ug/ml) ausgeschiittet wurde. wurde fur jeden Antagomsten be- 
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stimmt. Die Ergebnisse wurden in Figur 1 zusammengefasst. 

Bei alien Peptiden wurde eine Wirksamkeit bei der Hemmung der Ovulation bei weiblichen Saugetieren 
bei sehr niedrigen Dosen festgestellt. Die Peptide der vorliegenden Erfindung wurden oft in Form von 
pharmazeutisch annehmbaren. nicht toxischen Salzen, wie zum Beispiel Saureadditionssalzen. verabreicht. 

5 Beispiele fUr derartige Saureadditionssalze sind Hydrochloride, Hydrobromide, Sulfat, Phosphat, Fumarat, 
Glukonat, Tannat, Maleat, Acetat, Citrat. Benzonat, Succinat, Alginat. Pamoat, Malat. Ascorbat. Tartrat und 
ahnliche. Wenn der Wirkstoff in Tablettenform verabreicht wird, kann die Tablette ein pharmazeutisch 
annehmbares VerdOnnungsmittel, das ein Blndemittel wie zum Beispiel Tragant. Maisstarke oder Gelatine 
umfasst enthalten; Zerfalimittel wie Alginsaure und ein Gleitmittel wie Magnesiumstearat. 

w Wenn Verabreichung in fiUssiger Form erwiinscht wird, kann ein Sussmittel und/oder Geschmackstoff 
als Teil des pharmazeutisch annehmbaren VerdUnnungsmittels verwendet werden, und bei intravenoser 
Verabreichung wird diese in isotonischer Saline, Phosphatbufferlosungen oder ahnlichem durchgeftihrt. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen werden herkommlicherweise das Peptid in Zusammen- 
hang mit einem Ublichen, pharmazeutisch annehmbaren Trager enthalten. Ueblicherweise wird die Dosis 

75 von ungefahr 1 bis 100 Mikrogramm des Peptids pro Kilogramm Korpergewicht des Wirts bei intravenoser 
Verabreichung betragen; die oralen Dosen werden hoher sein. Im allgemeinen wird die Behandlung von 
Versuchspersonen mit diesen Peptiden auf die gleiche Art und Weise durchgefuhrt wie die klinische 
Behandlung mit anderen LHRH-Antagonisten. 

Diese Peptide konnen Saugetieren intravenos, subkutan, intramuskular, oral, intranasal oder intravaginal 

20 verabreicht werden, urn die Fruchtbarkeitshemmung und/oder -Kontrolle zu erreichen und ebenfalls bei 
Anwendungen, die einer reversibien Unterdriickung der gonadalen Aktivitat bedOrfen, wie zum Beispiel bei 
der Behandlung von vorzeitiger Pubertat oder wahrend Bestrahlungs-oder Chemotherapie. Wirksame Dosen 
variieren je nach Verabreichungsform und den jeweiligen zu behandelnden Saugetierarten. Ein Beispiel 
einer typischen Dosierungsform ist eine physiologische Salinenlosung mit Peptid, die in einer Dosis von 

25 ungefahr 0.1 bis 2,5 mg/kg Korpergewicht verabreicht wird. Die orale Verabreichung des Peptids kann 
entweder in fester oder flUssiger Form durchgefUhrt werden. 

Obwohl die Erfindung im Hinblick auf die bevorzugte AusfOhrungsform beschrieben worden ist. sollte es 
seibstverstandlich sein, dass Wechsel und Abanderungen, die fGr den Fachmann offensichtlich sind. 
gemacht werden konnen. ohne dass der durch die beiliegenden PatentansprOche begrenzten Erfindungsbe- 

30 reich verlassen wird. Substitutionen aus dem Stand der Technik, die nicht wesentlich von der Wirksamkeit 
abweichen. konnen ebenfalls in der Erfindung verwendet werden. 

SB-030. SB-075 und SB-088 sind Dekapeptide wie unten naher beschrieben, die besonders vorteilhafte 
Wirksamkeiten aufweisen: 

35 Ac-D-Nal{2)-D-Phe(4CI)-R 3 -Ser-Tyr-R 6 -Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

SB-030, R 3 = D-Trp, R 6 = D-Cit; 
SB-075, R 3 = D-Pal, R 6 = D-Cit 
SB-088, R 3 = D-Pal, R 6 = D-Hci. 

40 Von den enthaltenen Aminosauren der Bestandteile sind D-Pal, D-Cit und D-Hci nicht im Handel 
erhaltlich. Fur D-Pa! wird eine vollige Synthese benotigt, die mit Diathylacetamidomalonat und 3-Picolylch- 
lorid beginnt und auf bekannte Weise durchgefUhrt wird. D-Cit und D-Hci konnen leicht aus im Handel 
erhaltlichen Diaminosauren, wie zum Beispiel D-Orn bzw. D-Lys, hergestellt werden. 

Jedes Peptid weist eine hohe LHRH-Hemmwirksamkeit wie unten gezeigt auf und ist vollig frei von 

45 oedematogenischen Nebenwirkungen. 



50 



55 
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Tabeile 1 . 



LHRH-Hemmwirksamkeiten von SB-030. SB-075 una SB-088 


Peptid 


% Hemmung von LHRH (3nM) mit 


Ovulationshemmungsversucn 




equimolarem Peptid 








bei 0 min. 


nach 2 Std. 


Dosis (ug) 


°o Hemmung 


SB-030 


83 


58 


1.5 


50 








3.0 


100 


SB-088 


86 


60 


1.5 


66 








2.0 


83 








3.0 


100 


SB-075 


89 


54 


1.5 


75 








2.0 


100 



Abkurzungen: Die Aminosauren und Schutzgruppen werden wie von der IUPAC IUB JCBN [Eur. J. 
Biochem.138, 9-37 (1984)] empfohlen abgekiirzt, Andere Abkurzungen sind: Boc^O. di-t-Butyldicarbonat; 
DCM, Dichlormethan; TLCTLE. DunnschichtchromatographiaElektrophorese auf Kieselgel-Platte. 

SB-030 weist gegenOber SB-075 und SB-088 den Vorteil auf. dass es nur erne ungewohnliche 
AminosMure. nMmlich D-CiL umfasst. Andererseits weist sowohl SB-075 als auch SB-088 eine hohere 
Potenz und bessere Wasserl5slichkelt als SB-030 auf. 

Die Beobachtungen und Versuche, die wShrend der Synthese von SB-030. SB-075 und SB-088 
gemacht worden sind, konnen wie folgt zusammengefasst werden: 

Die Festphasensynthese von SB-030, SB-075 und SB-088 auf einem Benzhydrylaminharz unter 
Verwendung des Boc-Protokolis wird beschrieben. Dieses Vorgehen ist fUr die Ansammlung dieser Peptide 
vollig ausreichend, da es die schrittweise KettenverlSngerung durch das Carboxylterminal beinhaitet. urn 
bedeutende Racemisierung wahrend der Amidbindungsbildung zu vermeiden und ebenfalls die leichte 
Isolierung der Zwischenprodukte, die sich als besonders schwierig erweisen konnen wahrend der Synthese 
von Fragmenten mit hydrophiiischem Charakter (d.h. Fragmente 9-10 bis 5-10). 

Die herkSmmliche. stufenweise Synthese in einer Losung ist naturlich auch eine angebrachte Methode 
zur Herstellung dieser Peptide, jedoch ist jenes Verfahren sich arbeits- und zeitaufwendiger. 



AUSGANGSMATERIALIEN 



Feststofftraqer 

Bn Benzhydrylaminharz mit 1.1 mAeq NH 2 g (Advanced ChemTech. Louisville. KY) wurde verwendet. 
Harze mit niedrigerem NH 2 -Gehalt. z.B. 0.4-0,6 mAeq.g, konnen ebenfalls verwendet werden. sind aber 
natUrlich weniger wirtschaftlich im Verbrauch. 



Aminosaurenderivate 

Die unten aufgefOhrten Boc-Aminosauren wurden bei Bachem erstanden und ohne weitere Reinigung 
verwendet: _ _ .. _ _ ____ _ _ 

Boc-D : Ala. Boc-Arg(fos)."Boc-Leu.H20, 
Boc-D-Nal. Boc-D-Phe(4CI), Boc-Pro. 
Boc-Ser(BzI). Boc-D-Trp und Boc-Tyr(DCB). 

Boc-D-Cit. Boc-D-Hci und Boc-D-Pal. die nicht im Handel erhaltlich sind, wurden gemass der Literatur (1-4) 
mit geringfugigen Aenderungen hergestellt. 
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Boc-D-Cit 



5 

Stufe 1 , D-Cit 

0*Om (Sigma, 98%) wurde in D-Cit wie beschrieben (1) umgewandelt, mit Ausnahme davon, dass die 
Reaktionsmischung von (D-OrnhCu und KOCN wahrend 2 bis 3 Stunden geruhrt wurde. urn die Abiagerung 
w einer Kruste aus (D-Cit. D-Orn)Cu auf der Behalterwand zu verhindern. 

Die Reinheit des D-Cit wurde anhand von TLE (DCinnschichtelektrophorese) bei eine pH-Wert von 6.5 
Pyridin-Essigsaure- Wasser (100:4:900) Puffer und bei 30 V/crn wahrend 45 min. gepruft. 



is Stufe 2. Boc-D-Cit 

6,6 g (30 mMol) B0C2O in 15 ml Acetonitril wurde einer Losung von 4,4 g (25 mMol) D-Cit in 25 ml 
Wasser und 12,6 ml (90 mMol) Triathylamin beigefiigt. Die Mischung wurde wahrend 2 bis 3 Stunden 
gerUhrt. Danach wurde die Mischung einer TLC (DGnnschichtchromatographie) unterworfen, indem ein 

20 Losungsmittelsystem aus Aethylacetat-Pyridin-Essigsaure-Wasser (60:10:3:6) verwendet wurde: Boc-D-Cit. 
D-Cit und Boc-D-Orn (Boc), die aus der D-Orn-Verunreinigung gebildet wurde, weisen RFs von jeweils 0.4, 
0,0 und 0.9 auf. Die Mischung wurde verdOnnt mit 25 ml Wasser und extrahiert mit mit Diathylather (2x20 
ml) und Aethylacetat (2x20 ml), urn den Ueberschuss an Dicarbonat und Boc-D-Orn(Boc)- Verunreinigung 
zu entfernen. Die wassrige Phase wurde mit 1 M KHSO& gesauert und nach Beigabe von ungefahr 10 g 

25 NaaSO* wurde die Phase mit Aethylacetat (3x30 ml) extrahiert. Kombinierte Aethylacetatlosungen 
(sorgfaltig von der wassrigen Schicht getrennt) wurden unter Vakuum verdampft Der Rest wurde in 
trockenem Dioxan verdunnt und dreimal unter Vakuum verdampft. Das dadurch gebildete leichte Oel wurde 
in 25 ml DMF verdOnnt und zum Koppeln als mMol/ml dieser Grundldsung aus Boc-D-Cit verwendet 

Die Synthese des Boc-Cit unter Verwendung von Boc-Azid als Acylierungswirkstoff und die Hersteilung 

30 des kristalltnen Dicyctohexylaminsaizes wurden beschrieben (2). 



Boc-D-Hci 

35 



Stufe 1 , D-Hci 

40 D-Hci wurde aus D-Lys.HCI (Sigma) in Analogie zu D-Cit (siehe oben und Verweis 1) hergestellt. 



Stufe 2. Boc-D-Hci 

45 6,6 g Di-tert-Butyldicarbonat verdunnt in 15 ml Acetonitril wurde einer Losung aus 25 mMol (4,73 g) D- 
Hci in 25 ml Wasser und 12,6 ml (90 mMol) Triathylamin beigefugt, und die Reaktionsmischung wurde 
wahrend 2 bis 3 Stunden geruhrt. Die Votlstandigkeit der Reatkion wurde anhand von TLC wie im Falle von 
Boc-D-Cit geprGft; die RFs fOr Boc-D-Hci, D-Lys und Boc-D-Lys(Boc) betrugen jeweils 0.3. 0,0 und 0.8. Die 
Reaktionsmischung wurde mit Aether extrahiert. Die wSssrige Phase wurde mit 1 M KHSO* gesauert, und 

50 nachdem 10 g Na2S04 beigefOgt wurde, wurde sie mit einer l:l-Mischung aus Aethylacetat und n-Butanol 
(4x30 ml) extrahiert. Die kombinierten, organlschen L6sungen wurden Uber Na2SO* getrocknet und untBr 
- _ Vakuum- verdampft. Der Rest -wurde mit DiSthyiather-trituriert, filtriert, mit Aether gewaschen, dann-in — 
Aethylacetat suspendiert und wahrend 2 Stunden bei 20* C gerUhrt und bei 0"C nochmals fUr 2 weitere 
Stunden gerUhrt. Das so erhaltene. kristalline Material wurde abfiltriert, mit kaltem Aethylacetat gewaschen 

55 und getrocknet, um ungefahr 3,9 g Boc-D-Hci mit einem Schmelzpunkt von 141-142* C (dec.) zu bilden. 
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Boc-D-Pal(3) 



Stufe l. Diathylacetamido(3-pyridylmethyl)maionat (3) 113.0 g (60,3%) Diathyiacetamido(3-pyndylme- 

s thyhmatonat wurden aus 132.0 g Diathylacetamidomalonat mit Hilfe des Verfahrens nach J.E. Rivier et ai. 
(3) erhalten. Das rohe Material schmilzte bei 95*0. Eine kleine Probe wurde aus bei 104-106 - C ge- 
schmolzenenWasser (Literatur 95* C) rekristaliiziert. 

Stufe 2. N-Acetyl-3-(3-pyridyl)-DL-Alaninathylester (4) 61.6 g (200 mMol) Diathyiacetamido(3-pyridylme- 
thyi)malonat wurden in 210 ml ethanolischem NaOH in einer mit einem Stopfen versehenen Flasche 

to verdunnt und uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde die Mischung 
unter Ruckfluss gesetzt und auf dieser Temperatur wahrend 30 mm. gehalten. Die Mischung wurde dann 
auf Raumtemperatur abgekuhlt und filtriert urn die unldsslichen Feststoffe zu entfernen. Die untosiichen 
Stoffe wurden mit verschiedenen kleinen Teilen von Aethanol gewaschen und dann weggeschuttet. Die 
kombinierten Filtrate wurden bis zur Trockenheit verdampft und der trockene Rest aus Wasser kristaiiisiert. 

15 indem 3-5 ml H2O pro Gramm Feststoff verwendet wurden. 38.0 g (160 mMol. 80%) Wiedergewinn des 
Materials. Schmelzpunkt 124-126'C (Literatur 118-121*0). 

Stufe 3. N-Acetyl-3-(3-pyndyl)-D-Alaninathylester (3) 45.0 g (190 mMol) der obenbeschnebenen DL-Mi- 
schung wurden in 225 ml heissem 4.5%igen HC! verdunnt. Diese Losung wurden dann schneil auf 25 *C 
abgekuhlt. um eine Suspension aus feinen Kristallen zu bilden. Der pH-Wert wurde auf 7.2 gebracht. indem 

20 2 N KOH verwendet wurden und 150 mg alpha-Chymotrypsin dann beigefugt wurden. und der pH-Wert 
wurde dann bei 6,8-7,2 gehalten, indem tropfenweise 2 N KOH beigefugt wurden. Nachdem sich keine 
Aenderung im pH-Wert wahrend 15 min. gezeigt hat. wurden weitere 50 mg alpha-Chymotrypsin beigefugt, 
um sicher zu stellen. dass die Hydrolyse vollstandig geiaufen ist. Es zeigte sich kein weitere Wechsel im 
pH-Wert, nach dieser frischen Beigabe des Enzyms und der eridgultige pH-Wert betrug 7.2. Diese Losung 

25 wird mit 4x200 ml Aethylacetat extrahiert. Die Aethylacetat-Entzuge werden kombiniert. Uber Na2SO* 
gerocknet, Trockenmittel ausfiltriert und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rest wird aus Toluol 
(13-15 ml g) rekristallisiert, um einen Wiedergewinn von 13,0 g (55 mMol, 57%) mit einem Schmelzpunkt 
von 79-81 " C (Literatur 122* 0) zu bilden. 

Stufe 4, 3-(3-Pyridyl)-D-Alanin, D-Pal(3) (4) 13.0 g (55 mMol) N-Acetyl-3-(3-pyridyl)-D-Alaninathyiester 

3G werden uber Nacht mit 100 ml 6 N HCI unter Ruckfluss gesetzt. Das Losungsmittel wird unter Vakuum 
entfernt. 15 mg Aethanol wurden beigefugt und dieses wurde unter Vacuum entfernt. Diese Aethanolbe- 
handlung wird zwei weitere Male wiederholt. Der Rest wird aus 90%igem Aethanol rekristallisiert. um 13,0 g 
(54 mMol. 98%) Amindihydrochlorid zu ergeben. Schmelzpunkt 237-239*0 (dec.) (Literatur 253-256* 0). 
Stufe 5. N-Boc-3-(3-pyridyl)-D-Alanin. Boc-D-Pal(3) (3) 13.0 g (54 mMol) des oben beschriebenen D- 

35 Pal(3) wurden in 50 ml H2O verdUnnt. 50 m! Tetrahydrofuran und 30 ml (214 mMol) Triathylamin wurden 
beigefugt. Dieser Mischung wurde wahrend des RUhrens in stundlichen Abschnitten 4x5 g-Teile Boc:0 
(90.7 mMol) beigefugt. Nach dem Ruhren wahrend im ganzen 6 Stunden wird das Tetrahydrofuran unter 
Vakuum freigelegt. UeberschOssiges Dicarbonat wird mit Hexan entfernt. Die wassrige Schicht wird mit 6 N 
HCI auf eine pH-Wert von 4 gebracht und dann mit 4x100 ml-Teilen Aethylacetat extrahiert. Das Aethylace- 

40 tat wird kombiniert und 2x5 ml Teile der gesattigten Salzlosung ruckextrahiert Ueber Na2SO* wird 
getrocknet. gefiltert und Losungsmittel unter Vakuum freigelegt. Rest wird aus Toluol rekristallisiert. um 8.4 
g (31 mMol, 57%) Boc-D-Pal(3) mit einem Schmelzpunkt von 141-142*0 (dec.) (Literatur 135-136*0) zu 
ergeben. 

45 

HERSTELLUNG DES PEPTIDHARZES 

Ein ReaktionsgefSss fOr manuelle Synthese von ungefahr 60 ml Fassungsvermogen wurde mit 1 g (1.1 
mMol) Benzhydrylamin.HCI Harz gefQIIt. Man liess wahrend 2 Stunden in 20 ml DCM anschwellen und 
50 filterte dann. Danach wurden 15 ml 10%iges DIEA/DCM dem Harz beigefugt. wahrend 2 min. geschutteit 
_ und_filtnert..Letztere Behandlung wurde zwei weitere Male wiederholt. Die Boc-Aminosauren als \«Drgeformte 
HOBt-Ester wurden wie in Tabelle 2 dargestellt nach und nach an diesen Harzen gekoppelt. Stufen 1 - 12 
bilden einen Kopplungszyklus fur einen AminosaurenrOckstand. Zehn nacheinanderfolgende Zyklen wurden 
einen Dekapeptidamidharz mit freiem D-Nai(2)-Rest termmiert ergeben. Dieser Peptidharz wurde acetylisiert 
55 wie in Stufen 2e und 2f beschrieben. dann aus dem Reaktionsgefass entnommen. mit DCM und n-Hexan 
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gewaschen und unter Vakuum getrocknet. urn 2,9-3,0 g des gewOnschten Acetyl-Dekapeptidamid-Harzes 
(SB-088 wurde in einer kleineren Menge (0,1866 mMol) synthetisiert. das Peptidharz Nr. 3 und das rohe 
HF-Salz des erhaltenen freien Dekapeptids betrugen jeweils 410 mg und 200 mg.) mit den folgenden 
Strukturen zu bilden: 

5 1, Ac-d-Nal(2hD-Phe(4CI)-D-T^ fur SB* 

030; 

2, Ac-D-Nal(2)-Phe(4CI)-D-P^^ fur SB- 

075; 

3, Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4CI)-Pal(3)-Ser(Bzl)-Tyr(DCB)-D-Hci-Leu-Arg(Tos)-Pro-D-Ala-NH-HARZ. fur SB- 

10 088. 



SB-088 wurde in einer kleineren Menge {0,1866 
mMol) synthetisiert, das Peptidharz Nr. 3 und das rohe 
HF-Salz des erhaltenen freien Dekapeptids betrugen 
jeweils 410 mg und 200 mg. 



13 



EP 0 299 402 A2 

Tabe lie 2 . Syntheseprogr amm 



MISCH- 
ZEITEN 
IN MIN 



1 vorbereiteter HOBt-Ester , 

Koppeln 90 

2 Ninhydrin-Test (5) 4 , wenn die Kiigel- 
chen - mittelmassig oder stark blau sind 
werden Stufen 1+2 wiederholt, 

bei leicht blauer Farbung mit Stufen 2a- 

2f weiterf ahren 

2a MeOH (10 ml), waschen 1 

2b 10%iges DIEA/DCM (10 ml), Neutralization 2 

2c MeOH (10 ml ) , waschen 1 

2d DCM (10 ml), (dreimal) waschen 2 

4 

2e Acetyl imidazol , Acetyl isierung 30 

2f Ninhydrin-Test , wenn posi tiv , Stufen 
2d - 2f wiederholen 

3 MeOH (10 ml), (zweimal) waschen 1 

4 DCM (10 ml), (dreimal) waschen 2 

5 50%iges TFA/DM (10 ml), entblocken 1 

6 50%iges TFA/DM (10 ml), entblocken 30 

7 IpOH (10 ml), waschen 1 

8 10*iges DIEA/DCM (10 ml), Neutralization 3 

9 MeOH (10 ml ) , waschen 1 

10 10*iges DIEA/DCM (10 ml), Neutralization 3 

1 1 MeOH (10 ml ) , waschen 1 

1 2 DCM (10 ml ) , waschen 2 
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Mit Ausnahme von Boc-D-Cit, 
Boc-Aminosaure-HOBT-Estern wurden wie folgt 
hergestel It : 

3 mMol Boc-Aminosaure Qd.h. (in mg) D-Ala:568, 
D-Pro:646, Arg(Tos) : 1286, Leu:748, Tyr (DCB) : 1 321 , 
Ser(Bzl) :886, D-Hci-865, D-Trp:913 ODER D-Pal ( 3 ) : 799 , 
D-Phe(4Cl) :899, D-Nal{2) :94([Jund 460 mg (3 mMol) 
HOBT.H 0 0 wurden in 1 ml DMF gelost, mit 2 ml DCM 
verdttnnt, auf 0°C abgektthlt und mit 0,6 ml (3,8 mMol) 
DIG bei 0°C wahrend 10 min. zum Reagieren gebracht; 
danach dem Harz mit 4x1 ml DCM-Spulung beigefiigt. Fiir 
Boc-D-Cit wurde HOBt.^O in 3 ml Grundlosung aus 
Boc-D-Cit gelSst, mit Die wie oben zum Reagieren 
gebracht, dann dem Harz mit 1x1 ml DMF und 3x1 ml 
DCM-Spiilung beigemischt. 

4 

Im Falle von Cit-enthaltenden Peptidharzen f&llt 
der Test negativ aus, wenn die Kugelchen weiss sind 
(oder schwach gelb) und die Losung lila gef&rbt sind. 
Das vollstandige Koppeln des Boc-Arg(Tos) an den 
Pro-Rest auf dent Harz kann gepriift werden, indem eine 
Isatinreagens (2,5 g Isatin, 20 g Phenol, 30 g 
Benzylalkohol und 2,5 g Boc-Phe) verwendet wird; der 
Test fallt negativ aus, wenn die Kugelchen weiss sind 
(oder leicht gelb aber nicht blau) nach 3 bis 4-maligem 
Waschen mit Ace ton. 

^0,34 g Imidazol gelost in 2 ml DCM wurde mit 0,5 
ml acetischem Anhydrid bei 0°C wahrend 2 min. zum 
Reagieren gebracht und dann dem Harz mit 3x2 ml DCM- 
Spiilung beigefiigt. 



HERSTELLUNQ DER FREIEN DEKAPEPTIDAMIDE 
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♦ t 

Spaltung und Entschutzung 

Jeder Peptidharz wurde mit 3 ml M-Cresoi und ungefahr 30 ml Wasserstofffluond <HF) bei O'C 
wShrena 45 mm. behandelt. Nach der Entfernung des HF unter Hochvakuum. wurde der jbrtge Peptidharz 
5 mit trockenem DiSthylSther trituriert. filtnert. mit DiSthylSther gewaschen und das Peptrd wurde dann mit 
folgendem extrahiert: 

1. 50%ige. EssigsSure und DMF (2-2 x 20 ml) fOr SB-030; 

2. 50%ige, Essigsaure (3 x 15 ml) fur SB-075 und SB-088: und aus dem Harz durcn Filtneren 
getrennt. Die PeptidlSsung wurde unter Vakuum verdampft und der Rest wurde mit Diathyiather trituriert. 

70 filtriert mit Diathyiather gewaschen und getrocknet. urn 1.2-1.3 g HF-Saiz mit ronen Dekapeotiden- mit 
einer Reinheit von 70-85% zu bilden. 



Reinigung 

/s 

Das rohe Peptid wurde gereinigt. indem ein Beckman Prep-350 praparatives HPLC-System verwendet 
wurde. Die Trennungen wurden auf einer 41 t 5x250mm Dynamax-Saule erreicht die mit spharischem O 3 
Keiseigel gepackt war (300 A Porengrosse, 12 am Teilchengrosse) (RAININ Inc. Co. Woburn, MA). 
Rohes SB-030 wurde auf der Saule in einer 30%igen, Ameisensaure Losung angewandt. wahrend rohes 

20 SB*075 und SB-088 in 30%iger. EssigsMure gelost wurden. Druckgefalleelution wurde verwendet. Losungs- 
mittel A enthielt 0,1%iges, wassrige TFA und Losungsmittel B war 0.l%iges TFA in 70%igem. wassrigem 
Acetonitnl. Die Druckflussgeschwindigkeit betrug 35 mtmin. Die Saufeneluierung wurde anhand eines 
;ariabien Wellenlangen-UV-Detektors (Beckman Typ 163) bei 220 nm uberwacht. 

Der Betrag der reinen Dekapeptidamide und die allgemein erhattenen Ertrage waren die folgenden: 

25 1,600 mg (34%) SB-030, 

2, 960 mg (52%) SB-075 und 

3, 140 mg (45%) SB-088 (siehe Fussnote 2), mit einer Reinheit von >95%. 



30 Analytisches HPLC 

Die HPLC-Analyse wurde mit einem Hewlett-Packard Modell 1090 Flussigchromatograph durchgefuhrt. 
Die Peptidproben wurden auf eine 4.6x250 mm W-Porex 5 um. dg-Saule (Phenomex. Rancho Palos 
Verdes. CA) mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 1.2 ml mm. unter Verwendung von Druckgefalleelution 
35 mit den Losungsmitteln A und B chromatographiert (Chromatogramme der rohen Proben liegen bei). 



Aminosaurenanalyse 

•iq Die Peptidproben wurden bei 1 10* C wahrend 20 Stunden in evakuierten. versiegelten Rohrchen unter 
Verwendung von 4 M methansulfonischer Saure mit 0.2% 3-(2-Aminoathyl)indol hyrolisiert, und die 
Aminosaurenzusammensetzung des Hydrolyzats wurde in einem Beckman 6300 Aminosaurensanalysator 
bestimmt. 

Die beiliegende Tabelie zeigt die Affinitat der LHRH-Analoge fur Hirnanhangsdruse Oder Re2eptoren 
45 der menschlichen Brustkrebsmembrane. wie bestimmt unter Verwendung von radioaktivmarkiertem LHRH 
Oder radioaktivmarkiertem D-Trp 5 LHRH. 

Die Messungen mit radioaktivmarkiertem LHRH (A) zeigen. dass SB-075 die hochste Affinitat fur die 
HirnanhangsdrOsenrezeptoren aufweist. d.h. die grosste Fahigkeit hat, LHRH zu verschieben. was eines der 
Hauptmerkmale fur LHRH-Antagonisten 1st. Andererseits scheint SB-088 eine besonders hohe Affinitat fur 
50 Rezeptoren der menschlichen Brustkrebsmembrane in beiden Versuchen (A + B) zu zeigen. 
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BEISPIEL I 



Die Synthese des Peptids der Formel 
AC-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 erfolgt aus dem Zwischenpeptid Ac- 
D-Nal(2)-Pro-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 . 

Dieses Zwischenpeptid wurde Schrittweise auf einem ca. 0,6 mAeq NH 2 .g enthaltendem Benzhydrylamin- 
is harz auf einem Beckman 990 Synthesizer aufgebaut. indem mit Boc-D-Ala gemass dem unten be- 
schriebenen Verfahren begonnen wurde. 

Koppeln wird gemass Schema A wie folgt durchgefGhrt: 



20 


SCHEMA A 




Reagens 


Mischzeit 






(Minuten) 




1. Boc-Aminosaure (2-3 m Mol/g Harz) + Aeq. Menge von DIC 


60-90 


25 


2. MeOH (zweimal) 


1 




3. CH2CI2 (zweimal) 


1 



Deblockierung wird gemass Schema B wie folgt durchgefGhrt: 

30 



SCHEMA B 


Reagens 


Mischzeit 




(min.) 


4. 50%iges TFA/1%iges Aethanedithiol in CH2CI2 (zweimal) 


15 + 15 


5. lpOH/l%iges Aethandithiol 


1 


6. 10%iges TEA in CH 2 CI 2 


2 


7. MeOH 


1 


8. 10%iges TEA in CH 2 C! 2 


2 


9. MeOH (zweimal) 


1. + 1 


10. CH 2 CI 2 (zweimal) 


1 + 1 



Zusammengefasst wird das Boc zum Schutz der alpha-Aminogruppen verwendet. Tos wird verwendet. 

45 urn die Guanidinogruppe des Arg zu schutzen. DCB wird als Schutzgruppe fOr die phenolische Hydroxyl- 
gruppe des Tyr verwendet. und die OH-Gruppe des Ser wird von Bzl geschiitzt. Ein zwei- bis dreifacher 
Ueberschuss der geschUtzten AminosSure wird wahrend zwei Stunden basierend auf dem NH2-Gehalt des 
Benzhydrylaminharzes plus eines Aequivalents des DIC in CH2CI2 Oder 10-50%igem DMF ; CH 2 CI 2 je nach 
Loslichkeit der Boc-Aminosaure verwendet. 

50 Die N-Terminal-Acetylierung wird mit einem 50-fachen Ueberschuss an Essigsaureanhydrid in CH2CI2 
wahrend 0.5 Stunden durchgefGhrt. Das so erhaitene. geschUtzte Zwischenpeptid weist folgende Zusam- 
mensetzung auf: - - -- -- - - - — 

Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D^ worin X* Bzl ist 

55 und X s DCB, X s Z(2-CI), X 8 Tos und X'° eine im Harz eingebaute Benzhydrylgruppe ist. 

Urn den geschUtzten Peptidharz zu spalten und entschGtzen, wird er mit 1,4 ml m-Cresol und 15 ml 
Wasserstofffluorid pro Gramm Peptidharz wahrend 0,5 Stunden bei 0* C und 0.5 Stunden bei Raumtempe- 
ratur behandelt. Nach der Eiiminierung des Wasserstofffluorids unter Hochvakuum wird der Peptidharz mit 
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Diathylather gewaschen und das Peptid wird dann mit DMF extrahiert und durch Filtern vom Harz getrennt. 
Die DMF-Losung wird dann unter Hochvakuum auf ein kleines Voiumen konzentriert und aann mit 
Diathylather tritunert. Das so erhaltene, rohe Produkt wird dann wie oben beschrieben durch vorbereitende 
HPLC gereinigt. Man erhalt so das reine freie Zwischenpeptid der oben angegebenen Formel. worin X*. X 5 . 

5 X s . X 8 und >C C Wasserstoff bedeuten. 

Das freie D-Lys(X 6 )-enthaltende Zwischenpeptid wird dann bei Raumtemperatur mit Kaliumcyanat m 80 
% wassrigem DMF umgesetzt (81 mg KCNO/ml; Zeit: 24 Stunden). Nach Entfernen des Lcsungsmitteis im 
Hochvakuum erfolgt Reinigung des Reaktionsproduktes durch praparative HPLC; man erhalt so das gewun- 
schte D-Hci-enthaltende Peptid. 

io Das so erhaltene D-Hci-enthaltende Peptid ist im wesentlichen (zu 95%) rein. Die HPLC-Analyse wird in 
einem Hewlett-Packard 1090A Gefaile-Fluseig-Chromatographie-System auf einer PHENOMENEX (W-Porex 
5C18) Saule durchgefuhrt und mit Losungsmitteln eluiert wobei A: 0.1 0, oiges TFA. B: 0,l°'oiges TFA in 
70%igem CHaCN mit einem GefSlle von 30-60** 7 © in 30 Minuten. Das gewiinschte Peptid weist erne HPLC- 
Ruckhaltezeit (retention time) von 28,2 Minuten auf. 

15 Die Reinigung der Peptide wird auf einem Beckmann Prep-350-Gef£lle-Hussig-Chromatograph durch- 
gefuhrt. indem eine 41,4 x 250 mm Kartusche mit einer vorbereitenden, umgekehrten DYNEMAX C18- 
Phase (300A, 12 urn) mit Losungsmitteln verwendet wird. wobei A: 0.1%iges TFA und B: 0.t°oiges TFA in 
70 c/ oigem CH 3 CN ist und mit einer DruckgefMlle von 45-60% in 30 Minuten. Das reine Peptid. in Form von 
TFA-Salz erhalten, kann fails erwunscht in die Acetatform umgewandeit werden, und zwar durch Fuhrung 

20 durch eine AG3X (Bio-Rad)-Saule in die Acetatform mit nachfoigender Lyophilisierung. 



BEISPIEL II 

25 



Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cn-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci(Ethyl)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

30 Die Herstellung erfolgt aus dem entsprechenden Zwischenpeptid. welches in 6-Stellung anstelle von D- 
Hci(Ethyl) die AminosSure D-Lys enthalt analog Beispiel I durch Umsetzung mit N-Ethyl-isocyanat (0.1 mg 
in 10 ml pro 1 g Zwischenpeptid) in DMF bei 0-10* C wahrend 10 Stunden. Die Ruckhattezeit (retention 
time) ist 30.8 Minuten. 

35 

BEISPIEL III 



Die Synthese des Peptids Ac-D-Nai(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 wird wie 
jo in Beispiel I beschrieben durchgeftihrt. Das Ausgangspeptid enthalt in 6-Stellung Boc-D-Orn(Z) anstelle von 
Boc-D-Lys[Z(2-Ci)], welches in Beispiel I verwendet wtrd. Dieses Ausgangspeptid wird analog Beispiel I 
hergestellt. 

Ruckhaltezeit 27.8 Minuten. Ruckhaltezeit des Ausgangspeptids 25.5 Minuten. 

45 

BEISPIEL IV 



so 

Ac-_D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit(Ethyl)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 _ _ _ _ _ - 

Dieses Peptid wird aus Ac-D-Nal(2)-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Om-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 und N- 
Ethyl-isocyanat in DMF (0,1 mg in 10 ml pro Gramm Zwischenpeptid) bei 0-10* C analog Beispiel III 
55 erhalten. 

Reaktionszeit 10 Stunden. 
HPLC-RUckhaltezeit 30,4 Minuten. 



18 
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BEISPIELV 



Die Synthese des Pepticls Ac-D-Phe(4-CI)-0-Pho(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 wird 
5 wie in Beispiel I beschrieben durchgefOhrt. mit Ausnahme davon, daJ3 Boc-D-Phe(4-CI) anstelle von Boc-D- 
Nal(2) in der Steilung 1 des Ausgangspeptids eingebaut wird, wobei dann ais unmittelbares Ausgangspeptid 
Ac-D-Phe-(4-CI)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 erhalten wird. 
Ruckhaltezeit 26,6 Minuten; ROckhaltezeit des Ausgangspeptids mit Ac in 1 -Steilung: 24.0 Minuten. 

10 

BEISPIEL VI 



15 

Ac-D-Phe(4-CI)-D-Phe(4-C^ 

Ausgangspeptid ist Ac-D-Phe(4-CI)-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 (siehe Bei- 
spiel V). welches mit N-Ethyl-isocyanat (0,1 mg in 10 ml pro Gramm Ausgangspeptid) bei 0-10* C im DMF 
20 umgesetzt wird. Reaktionszeit 10 Stunden. 
HPLC-ROckhaltezeit: 29,2 Minuten. 



BEISPIEL VII 

Die Synthese des Peptids Ac-D-Phe(4-CI)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 wird 
wie in Beispiel I beschrieben durchgefOhrt. mit Ausnahme davon, daJ3 Boc-D-Phe(4-CI) anstelle des Boc-D- 
Nal(2) in 1 -Steilung und Boc-D-Orn(Z) anstelle von Boc-D-Lys[Z(2-CI)] in 6-Stellung eingebaut wird, so da/3 
30 man als unmittelbares Ausgangspeptid Ac-D-Phe(4-CI)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-D-Ala- 
NH2 (RGckhaltezeit 24,0 Minuten) erhMIt, welches dann analog Beispiel I mit KCNO umgesetzt wird. 
HPLC-ROckhaltezeit 26,3 Minuten. 



35 BEISPIEL VIII 



40 Ac-D-Phe-(4-CD-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit(Ethyl)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

Ausgangspeptid ist AcrD-Phe(4-CI)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 (siehe Bei- 
spiel VII), welches mit N-Ethyl-isocyanat in DMF (0,1 mg in 10 ml pro Gramm Ausgangspeptid) bei 0-10" C 
wahrend 10 Stunden umgesetzt wird. 
45 HPLC-ROckhaltezeit 28.6 Minuten. 



BEISPIEL IX 

50 

Die Synthese des Peptids 

J\ciD-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-Giy-NH2- wird analog Beispiel I durchgefUhrtr Das 
erhaltene Peptid weist eine HPLC-ROckhaltezeit von 27,4 Minuten auf. 

55 

BEISPIEL X . 
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Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci(Ethyl)-Leu-Arg-ProGly-NH : 

Ausgangspeptid ist: Ac-D-NaU2)-Ph8(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 (siehe Beispie! 
IX). welches mit N-Ethyl-isocyanat in DMF (0,1 mg m 10 ml pro Gramm Ausgangspeptid) te\ 0-10* C 
wahrend 10 Stunden umgesetzt wird. 
HPLC-Ruckhaltezeit 30.0 Minuten. 



BEISPIEL XI 



Ac-Pro-D-Phe(4-CD-D-Trp-Ser-Tyr»D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

Ausgangspeptid ist: Ac-Pro-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-p-Ala-NH 2 (Ruckhaitezeit 
16,8 Minuten), welches analog Beispiel I mit Kaliumcyanat umgesetzt wird. Das Ausgangspeptid wird analog 
Beispiel I erhalten mit Ausnahme. dafl Boc-Pro anstelle von Boc-D-Nal(2) in 1-Stellung eingebaut wird. 
HPLC-Ruckhaltezeit 19.3 Minuten. 



BEISPIEL XII 



25 

Ac-Pro-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci(Ethyl)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 
Ausgangspeptid ist: 

30 Ac-D-Pro-Phe(4-CD-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 (siehe Beispiel XI). welches mit N-Ethyl- 
isocyanat in DMF (0.1 mg in 10 ml pro Gramm Ausgangspeptid) bei 0-10* C wahrend 10 Stunden 
umgesetzt wird. 

HPLC-Ruckhaltezeit 22 Minuten. 



BEISPIEL XIII 



Ac-Pro-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-AIa-NH 2 



Ausgangspeptid ist: Ac-Pro-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-0-Ala-NH2 (Riickhaltezeit 
16,85 Minuten). welches analog Beispiel I mit Kaliumcyanat umgesetzt wird. Das Ausgangspeptid wird 
45 ebenfalls analog Beispiel I erhalten mit dem Unterschied. dafl Boc-Pro anstelle von Boc-D-Nal(2) in die 1- 
Stellung und Boc-D-Orn(Z) anstelle von Boc-D-Lys[Z(2-CI)] in die 6-Stellung eingebaut werden. 
HPLC-Ruckhaltezeit 18.8 Minuten. 



so BEISPIEL XIV 
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Ac-Pro-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit(Ethyl)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

Ausgangspeptid ist: Ac-Pro-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 (siehe Beispiel 
XIII), welches analog Beispiel V! mit N-Ethyl-isocyanat umgesetzt wird. 
5 HPLC-Ruckhaltezeit 24,9 Minuten. 



10 



BEISPIEL XV 



Ac-D-Phe-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-0-Ala-NH 2 

T5 Ausgangspeptid ist Ac-D-Phe-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 (RUckhaltezeit 
20,8 Minuten), welches analog Beispiel I mit Kaliumcyanat umgesetzt wird. Das Ausgangspeptid wird analog 
Beispiel I erhalten. wobei jedoch in 1-Stellung anstelle von Boc-D-Nal(2) der Aminosaurerest Boc-D-Phe 
eingebaut wird. 

HPLC-RGckhaltezeit 23,4 Minuten. 



20 



25 



50 



BEISPIEL XVI 



Ac-D-Phe-D-Phe(4.CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci(Ethyl)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 



Ausgangspeptid ist: Ac-D-Phe-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 (siehe Beispiel 
30 XV), welches mit N-Ethyl-isocyanat in DMF (0,1 mg in 10 ml pro Gramm Ausgangspeptid) bei 0-10* C 
wahrend 10 Stunden umgesetzt wird. 
HPLC-Ruckhaltezeit 26,0 Minuten. 



35 BEISPIEL XVII 



40 Ac-D-Phe-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

Ausgangspeptid ist Ac-D-Phe-D-Phe(4-CI)-0-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 (RUckhaltezeit 
21.0 Minuten), welches analog Beispiei I mit Kaliumcyanat umgesetzt wird. Herstellung des Ausgangspep- 
tids erfolgt analog Beispiel I mit dem Unterschied. daJ3 anstelle von Boc-D-Na!(2) in i-Stellung Boc-D-Phe 
45 und anstelle von Boc-D-Lys[Z(2-CI)] in 6-Stellung Boc-D-Orn(Z) eingebaut werden. 
HPLC-Ruckhaltezeit 23.1 Minuten. 



BEISPIEL XVIII 
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V 



Ac-D-Phe-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit(Ethyl)-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 

Ausgangspeptid ist: Ac-D-Phe-D-Phe(4-CIHD-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH: isiehe Beispiel 
XVII), welches mit N-Ethyl-isocyanat in DMF (0.1 mg in 10 ml pro Gramm Ausgangspeptid) Dei 0-10* C 
5 wShrend 10 Stunden umgesetzt wird 
HPLC-RUckhaltezeit 25 t 4 Minuten. 



BEISPIEL XIX 

10 



Beispiel fur die alfgemeine Herstellung eines erfindungsgemaflen Peptids der Forme) Ac-D-Nau2)-D-Phe<4- 
15 CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-AIa-NH 2 . 

Dieses Peptid wird Schritt fur Schritt mittels eines Benzhydrylammharzes. welches ungefahr 1.0 mol 
aquivalente Aminogruppen pro Gramm enthalt unter Verwendung eines Beckman 990 Synthesizers, wobei 
mit Boc-D-Ala begonnen wird. Die Kupplung erfolgt gema/i Schema A. welches in Beispiel I angegeben ist. 

20 Die D-Blockierung wird ausgefuhrt gemSfl dem Schema B. welches in Beispiel I angegeben ist. Fur die 
ubngen Bedingungen gelten die entsprechenden Angabe gema/J Beispiel I. 

Das so erhaltene geschutzte Zwischenpeptid hat die folgende Zusammensetzung: 
AcO-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Se^ wobei X 4 = Bzi und X 5 

= Dzb. X 8 = Tos und X 10 eine Benzhydrylgruppe, die in dem Harz eingebaut ist, darstellt. 

25 Die Spaltung des so erhaltenen geschQtzten Peptids erfolgt gema/3 Beispiel I mit 1.4 mi m-Cresoi und 15 
ml Fluorwasserstoff pro Gramm Peptidharz (0.5 Stunden bei 0* C und 0,5 Stunden bei Raumtemperatur). 
Alle Qbrigen Mafinahmen wie in Beispiel I angegeben. Das erhaltene Rohprodukt wird durch preparative 
HPLC-Chromatographie gereinigt. Die HPLC-Analyse wird entsprechend Beispiel I in einem Hewlett-Packard 
1090A. Gefaile-FIQssig-Chromatographie-System unter Verwendung einer Phenomenex-SSule ausgefUhrt 

30 mit folgenden Losungsmitteln eluiert: 

Losungsmittel A: 0,1% TFA, Losungsmittel B: 0,1% TFA in 70 % CH3CN mit einem Gradienten von 35 • 75 
% in 30 Minuten. Das erhaltene Dipeptid, welches in der 6-Stellung D-Hci enthalt. hat eine HPLC- 
RGckhaltezeit von 22,9 Minuten. Weitere Reinigung erfolgt auf einen Beckmann-Prep-350-Gefalle-Fiussig- 
Chromatograph entsprechend Beispiel I. 

35 

BEISPIEL XX 



40 Das Peptid H 2 N-CO-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 wird gemafl Bei- 
spiel XIX erhaiten mit dem Unterschied, dafl anstelle von Boc-D-Nal(2) in die 1-Stellung H 2 -N-CO-D-Nal(2) 
eingebaut wird und die N-terminale Acetylierung nicht erfolgt. HPLC-Ruckhaltezeit 24,0 Minuten. 



45 BEISPIEL XXI 



Die Synthese des Peptids Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-CD-D-Trp-Ser-Tyr.D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 wird wie 
in Beispiel XIX beschrieben durchgefUhrt mit Ausnahme davon. dafl Boc-D-Cit anstelle von Boc-D-Hci in 
so Stellung 6 eingebaut wird. Das gewunschte Peptid weist eine HPLC-Ruckhaltezeit von 22.5 Minuten auf. 



BEISPIEL XXII 

55 
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Ac-D-Phe(4-CI)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

Herstellung gemafl Beispiel XIX mit dem Unterschied, dafl BOC-D-Phe(4-CI) anstelle von Boc-D-Nal(2) 
in 1-Steliung eingebaut wird. 
5 HPCL-Ruckhaltezeit 24.0 Minuten. 



BEISPIEL XXIII 

W 

Ac-D-Phe(4-CI)-E>Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-PrCKD-Ala-NH2 

rs Die Herstellung erfolgt analog Beispiel XIX mit dem Unterschied. dafl Boc-D-Phe(4-CI) anstelle von Boc- 
D-Nal(2) in die 1-Stellung und Boc-D-Cit anstelle von Boc-D-Hci in 6-Stellung eingebaut wird. 
RUckhaltezeit des erhaltenen Peptids 20,8 Minuten. 

20 BEISPIEL XXIV 



25 Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-CD-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

Die Herstellung erfolgt entsprechend Beispiel XIX mit dem Unterschied, dafl Boc-Gly anstelle von Boc- 
D-Ala in die 10-Stellung eingebaut wird. 

Das erhaltene Peptid hat eine HPLC-Ruckhaltezeit von 22.4 Minuten. 

oo 

BEISPIEL XXV 



35 

Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 

Herstellung erfolgt gemSfl Beispiel XIX mit dem Unterschied, dafl Boc-D-Pal(3) anstelle von Boc-D-Trp 
40 in die 3-Stellung eingebaut wird. 

Das erhaltene Peptid hat eine HPLC-Ruckhaltezeit von 13,6 Minuten. 

BEISPIEL XXVI 

45 



Ac-D-Nal-D-Phe(4-CI)-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 

50 

Herstellung erfolgt entsprechend Beispiel XIX mit dem Unterschied, dafl Bod-C-Clt anstelle von D-Hci in 

die 6-Stellung und Boc-D-Pal(3)_ anstelle von Boc-D-Trp in die 3-Stellung eingebaut.wird. _ _ _ _ 

Das erhaltene Peptid hat eine HPLC-RUckhaltezeit von 13,3 Minuten. 

55 
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BEISPIEL XXVII 



Die Synthase des Peptids H 2 N-CO-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI>-D-Pal(3>-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH: 
s wird wie in Beispiel XIX beschrieben durchgefuhrt mit dem Unterschied. dafl Boc-D-Cit ansteiie von Boc-D- 
Hci in Stellung 6 eingebaut wird. dafl Boc-D-Pal(3) ansteiie von Boc-D-Trp in Stellung 3 eingebaut wird und 
dafl die N-terminale-Acetylierung ausgelassen wird. 
Man erhalt so das Zwischenpeptid: 

H-D-Nal(2)-D-Phef4-CI)-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH 2 - Das so erhaltene. freie Peptid wird 
10 dann mit Kaliumcyanat iri 80 o/ oigem wassngen DMF (81 mg KOCN/300 mg Peptid ml) bei Raumtemperatur 
wahrend 24 Stunden umgesetzt. Nach Verdampfung unter Hochvakuum wird aie Reaktionsmischung durcn 
vorbereitende HPLC gereinigt. Das so erhaltene Peptid hat eine HPLC-Riickhaltezeit von 14.4 Minuten. 



is BEISPIEL XXVIII 



H 2 N-CO-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-PaU3)-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-PrO"D-Ala-NH 2 wird analog Beispiel XIX 
durchgefuhrt mit dem Unterschied, da/J Boc-D-Pal(3) ansteiie von Boc-D-Trp in Stellung 3 eingebaut wird. 
20 und dafl die N-terminale-Acetylierung ausgelassen wird. 
Man erhalt das Zwischenpeptid 

H-D-Nal(2)-D-Phe(4-Ciy-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2. Das so erhaltene freie Peptid wird 
dann mit Kaliumcyanat m wassrigem DMF (81 mg KOCN/300 mg Peptid/ml) bei Raumtemperatur wahrend 
24 Stunden umgesetzt. Nach Verdampfung unter Hochvakuum wird die Reaktionsmischung durch prapara- 
25 tive HPLC gereinigt Das so erhaltene Peptid hat eine HPLC-Ruckhaltezeit von 14,7 Minuten. 



BEISPIEL XXIX 



Die Synthese des Peptids H 2 N-CO-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 
beginnt mit der Herstellung des Zwischenpeptids H-D-Nal(2)-D-Phe-(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro- 
D-Ala-NH:. Die Synthese des Zwischenpeptids wird wie in Beispiel XIX beschrieben ist durchgefQhrt mit 
dem Unterschied. dafl Boc-D-Orn(Z) in Stellung 6 ansteiie von Boc-D-Hci eingebaut wird. und dafl die N- 
35 terminale-Acetylierung ausgelassen wird. Das freie in 6-Stellung D-Orn enthaltende Peptid wird dann mit 
Kaliumcyanat in 80%igem wassngen DMF (162 mg KOCN/300 mg Peptid/ml) bei Raumtemperatur wahrend 
24 Stunden umgesetzt. Nach Verdampfung unter Hochvakuum wird die Reaktionsmischung durch prepara- 
tive HPLC gereinigt. Das so erhaltene Peptid hat eine HPLC-Ruckhaltezeit von 23,6 Minuten. 

40 

BEISPIEL XXX 



Die Synthese des Peptids H 2 N-CO-D-Nal(2)-D-Phe(4.CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg^Pro-D-Ala-NH2 
45 beginnt mit der Herstellung des Zwischenpeptids H-D-Nal(2)-D-Phe(4-CI)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro- 
D-Ala-NHo. Die Synthese des Zwischenpeptids wird wie in Beispiel XIX beschrieben ist durchgefQhrt mit 
dem Unterschied. dafl Boc-D-Lys[Z(2-CD] ansteiie von Boc-D-Hci in Stellung 6 eingebaut wird. und da/3 die 
N-terminale-Acetylierung ausgelassen wird. Das freie Peptid, welches in 6-Stellung D-Lys enthMlt. wird dann 
mit Kaliumcyanat in 80%igem wassngen DMF (164 mg KOCN/300 mg Peptid, ml) bei Raumtemperatur 
so wShrend 24 Stunden zum Reagieren gebracht. Nach Verdampfung unter Hochvakuum wird die 
Reaktionsmischung durch praparative HPLC gereinigt._Das so erhaltene Peptid.hat eine HPLC-Ruckhaltezeit 
von 14.0 Minuten. 
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BEISPIEL XXXI 



Die Tablettenformulierung fur die bukkate (z.B. sublinguafe) Verabreichung: 
5 1. LHRH-Antagonist 10,0 mg 

pressbarer Zucker 86,0 mg 
Kal ciumstearat 4,0 mg 

2. LHRH-Antagonist 10,0 mg 
pressbarer Zucker 88,5 mg 

ro Magnesiumstearat 1 ,5 mg 

3. LHRH-Antagonist 5,0 mg 
Mannitt 83,5 mg 
Magnesiumstarke 1 ,5 mg 

4. LHRH-Antagonist 10.0 mg 
75 Vorgeiatinierte Starke 10,0 mg 

Lactose 74,5 mg 
Vorgeiatinierte StSrke 15,0 mg 
Magnesiumstearat. USP 1 .5 mg 

20 

Verfahren A. 

LHRH-Antagonist wird in einer ausreichenden Menge Wasser gelost, urn ein nasses Granulat zu bilden, 
wenn er mit dem Zuckeranteil des Tragers gemischt wird. Nach vollstandigem Mischen wird das Granulat 
25 in einer Tropfschale einer FIGssigbett-Trockenvorrichtung getrocknet. Das trockene Granulat wird dann 
durchleuchtet, urn eventuelle grossen Aggregate aufzuzeigen und diese zu zerkleinern und dann mit den 
ubrigen Komponenten gemischt. 

Das Granulat wird dann in einer Standard-Tablettenmaschine auf ein spezifisches Tablettengewicht ? 
zusammengepresst i 

30 

Verfahren B. 

Bei dieser Herstellungsmethode enthalten atle Formulierungen 0.01 %ige Gelatine. Die Gelatine wird 
35 zuerst im wassrigen Granulatlosungsmittel gelost. dann wird der LHRH-Antagonist zugegeben. Die Qbrigen 
Stufen sind wie bei Methode A beschreiben. 



BEISPIEL XXXII 



45 Langwirkende. intramuskular injektzierbare Formulierung 



Langwirkendes intramuskuiar-injektzierbares Semsam£)l-Gel 

50 

LHRH-Antagonist 10,0 mg 
Aluminiummonostearat 20,0 mg_ _ 
Sesamoi ad 10 ml. 

Das Aluminiummonostearat wird zusammen mit dem Sesamoi lange unter Ruhren auf 125* C erhitzt 
55 bis eine Ware, gelbe Losung erhalten wird. Diese -Mischung wird dann im Sterilisationsapparat sterilisiert 



25 
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und abgekuhlt. Der LHRH-Antagonist wird dann aseptisch mit Hilfe von Tritunerung beigefiigt. Besonders 
bevorzugte LHRH-Antagonisten sind Salze mit niednger Loslichkeit. z.B. Zinksalze. Zinktannatsalze. 
Pamoatsaize und ahniiche. Diese weisen eine aussergewohnlich lange Aktivitatsdauer auf. 



BE1SPIEL XXXIII 



10 



Langwirkender intramuskular-injektzierbare -bioabbaubare Poiymer-Mikrokapsem 



?s LHRH-Antagonisten 1% 

25-75 Glycolid/Lactid Copolymer (Copolymerisat aus Glycoisaure und Milchsaure) (0.5 intrinsische Viskosi- 
tat) 99% 

Mikrokapseln (0-150 Angstrom) der oben genannten Formulierung suspendiert in: 
Dextrose 5.0% 
20 Carboxymethylcelluiose-Natrium 0,5 % 
Benzylalkohol 0.9% 
Tween 80 0.1% 

Wasser. gereingt aw. '?oviel w;e n^tig fCr) 100.0% 

25 mg Mikrokapseln werden in 1.0 ml des Vehikels suspendiert. 

25 



BEISPIEL XXXIV 



30 



Wassrige LSsung einer intramuskularen Injektion 



35 



LHRH-Antagonist 500 mg 

Gelatinefnichtantigenisch)5 mg 

Wasser fur die Injektionszweckead 100 ml 

Die Gelatine und der LHRH-Antagonist werden im Injektionswasser aufgelosl. Danach wird die Losung 
40 stenl gefiltert. 



BEISPIEL XXXV 



45 



Formulierung zur rektalen Verabreichung 



50 
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Suppositorvehikel zur rektalen Verabreichung 



LHRH-Antagonist 5,0 mg 
5 Witepsol H15 20.0 mg 

Der LHRH-Antagonist wird mit dem geschmolzenen Witepsol H15 gemischt und in eine Gussform von 2 
Gramm gegossen. 



10 AnsprUche 

1 . Peptid der Formel: 
X.R 1 -R 2 -R 3 -Ser-Tyr-R 6 -Leu-Arg-Pro-R 10 -NH 2 I 

75 

worin 

X eine Acylgruppe aus geraden oder verzweigten Ketten aliphatischer oder alicyklischer Carbonsauren mit 
1 bis 7 Kohlenstoffatomen oder eine Carbamoyl-Gruppe ist. 

R* D-oder L-Pro. D- oder L-A 3 -Pro, D-Phe. D-Phe(4-HI), D-Ser, D-Thr-, D-Ala, D-Nal(1) oder D-Nai(2) ist, 
20 R 2 D-Phe Oder D-Phe(4-HI) ist, 

R 3 D-Trp. D-Phe, D-Pal(3), D-Nal(1) oder D-Nal(2) ist. 
R s D-Cit D-Hci. D-Cit(Q) oder D-Hci(Q) ist und 
R 10 Gly oder D-Ala ist. 

wobei HI Fluor. Chlor oder Brom und Q Ct-C3-Alkyl ist, und pharmazeutisch annehmbaren Saureaddittons- 
25 salze davon. 

2. Peptide nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet dass 
X eine Acetyl- Oder Carbamoyl-Gruppe ist. 

R 1 D-Nal(2). D- oder L-Pro. D-Phe oder D-Phe(4-Cl) ist 
R 2 D-Phe(4-CI) oder D-Phe(4-F) und 
30 R 3 D-Trp oder D-Pal(3) ist. 

3. Peptide der Formel: 

Xi-R^R^RS-SertX^-TyKXSj-R^fX^-Leu-ArgP^hPro-R^-NH-X- 10 
35 worin 

Xi eine Acylgruppe aus geraden oder verzweigten Ketten aliphatischer oder alicyklischer Carbonsauren mit 

1 bis 7 Kohlenstoffatomen oder t-Boc. Wasserstoff oder Carbamoyl ist. 

X 4 Wasserstoff Oder eine Schutzgruppe fGr die Ser-Hydroxylgruppe ist, 

X s Wasserstoff oder eine Schutzgruppe fGr die Tyr-Phenolhydroxylgruppe ist, 
40 X 6 eine Schutzgruppe fur die Lys- oder Orn-Seitenkettenaminogruppe oder Wasserstoff ist. 

X 8 Wasserstoff oder eine Schutzgruppe fOr die Arg-Guanidinogruppe ist, 

X 10 Wasserstoff oder ein Tragerharz mit Benzhydryl-oder Methylbenzhydrylgruppen ist, 

R 1 D- oder L-Pro-. D- oder L- 3 -Pro, D-Phe, D-Phe(4-HI), D-Ser, D-Thr, D-Ala, D-Nal(1) oder D-Nal(2) ist 

R 2 D-Phe Oder D-Phe(4-HI) ist 
45 R 3 D-Trp. D-Phe, D-Pal(3), D-Nal{1) oder D-Nal<2) ist 

R* 6 D-Cit. D-Hci, D-Lys oder D-Om ist und 

R 10 Gly Oder D-Ala ist 

wobei HI Fluor. Chlor oder Brom ist. 

4. Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
so dadurch gekennzeichnet, dass 

X Acetyl, Boc oder Wasserstoff ist, 

X* Benzyl ist, ^ ______ _ 

X 5 2.6-Dichlorbenzyl ist. " 

X 6 Benzyioxycarbonyl oder 2-Chlorbenzyloxycarbonyl ist 
55 X 8 p-Toluolsulphonyl oder Nitro ist 

X 10 ein Benzhydryl oder Methylbenzhydrylgruppen enthaltendes Tragerharz ist. 
R 1 D-Nai(2) oder D-Phe(4-CI) ist. 



27 



EP 0 299 402 A2 



i 



fV D-Phe(4-CI) ist. 

R 3 D-Trp Oder D-Pal(3) ist, 

R* : D-Ala ist. 

5. Peptid nach einem Oder mehreren der vorangegangenen Anspruche. dadurch gekennzeichnet daJ3 X 
5 Oder Acetyl ist. 

6. Peptid nach einem Oder mehreren der vorangegangenen Anspruche. dadurch gekennzeichnet. da/3 X 
Oder Xi Carbamoyl ist. 

7. Peptid nach einem Oder mehreren der vorangegangenen Anspruche. dadurch gekennzeichnet. da/3 
R 6 Oder R* 6 D-Cit Oder D-Hci ist. 

to 8. Peptid nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. dass R"* D-Lys Oder O-Orn ist. 

9. Verfahren zur Herstellung von Peptiden der Formel: 

X-R 1 -R 2 -R 2 -Ser-Tyr-R 6 -Leu-Arg-Pro-R'°-NH 2 I 
;5 worin 

X eine Acylgruppe aus geraden Oder verzweigten Ketten aiiphatischer oder alicyciischer CarbonsSuren mit 
t bis 7 Kohlenstoffatomen oder eine Carbamoyl-Gruppe ist. 

R* D- oder L-Pro. D-oder L-A 3 -Pro. D-Phe, D-Phe(4-HI), D-Ser, D-Thr, D-Ala f D-Nal(1) oder D-Nal{2) ist. 
R 2 D-Phe oder D-Phe(4~HI) ist, 
so R 3 D-Trp, D-Phe, D-Pal(3) f D-Nal(1) oder D-Nal(2) ist, 
R s D-Cit D-Hci. D-Cit(Q) oder D-Hci(Q) ist und 
R 1C Gly Oder D-Ala ist 

wobei HI Fluor. Chlor oder Brom und Q C- -Ca-Alkyl ist. und deren pharmazeutisch annehmbaren Sauread- 
ditionssatzen. 

25 dadurch gekennzeichnet, da/3 man sie durch in der Peptidchemie ubliche Fragmentkondensation von 
entsprechenden Peptidbruchstucken oder durch in der Peptidchemie ublichen stufenweisen Aufbau herstelit 
oder da/3 man in einem Peptid der Formel I, worin R 6 D-Orn oder D-Lys ist die freie Aminogruppe von D- 
Om oder D-Lys durch Umsetzung mit einem Alkalicyanat oder einer CyanaMiefernden Verbindungen oder 
einem Ci-C3-Alkylisocyanat zur Ureidogruppe umsetzt und gegebenenfalls die erhaltenen Peptide acyliert 

30 und/oder in die Amide uberfUhrt und gegebenenfalls in physiologisch unbedenkliche Sauresalze uberfuhrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet da/3 man den stufenweisen Aufbau durchfuhrt, indem man zunachst die Carboxy- 
termmale Aminosaure Glycin oder D-Alanin beziehungsweise deren Amide, deren a-standige Aminogruppe 
geschiitzt ist. an einen hierfur ublichen synthetischen Trager kovalent bindet die a-Amino-Schutzgruppe 

35 abspaltet. an die so erhaltene freie Aminogruppe die nachstfolgende geschutzte Aminosaure uber ihre 
Carboxy-Gruppe bindet dann wiederum die a-Amino-Schutzgruppe dieser zweiten Aminosaure abspaltet 
hieran die nachste Aminosaure bindet und in dieser Weise Schritt fur Schntt die ubrigen Aminosauren des 
zu synthetisierenden Peptids in der richtigen Reihenfolge verknupft und nach Verknupfung alter Aminosau- 
ren das fertige Peptid gemafl Anspruch 1 vom Trager abspaltet und gegebenenfalls weitere vorhandene 

4c Seitenfunctions-Schutzgruppen abspaltet. 

11. Verbindungen gemaB einem oder mehreren der vorangegangenen Anspruche 1 bis 8 zur Anwen- 
dung afs therapeutische Wirkstoffe. 

12. Arzneimittel, enthaltend eine Verbindung der allgemeinen Formel I gemafl einem oder mehreren der 
vorangegangenen Anspruche 1 bis 8 neben ublichen Trager- und/oder Verdtinnungsbeziehungsweise 

45 Hilfsstoffen. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels. 
dadurch gekennzeichnet. 

da/J eine Verbindung I gemafl einem oder mehreren der vorangegangenen Anspruche 1 bis 8 mit 
gebrauchlichen pharmazeutischen Tragerstoffen und Oder Verdiinnungsmitteln beziehungsweise sonstigen 
so Hilfsstoffen zu pharmazeutischen Zubereitungen verarbeitet beziehungsweise in eine therapeutisch anwend* 
bare Form gebracht wird. __________ _ _ _ _ . ____._--- 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet aa/3 die Menge an Wirkstoff gema/3 
einem oder mehreren der vorangegangenen AnsprOche 1 bis 8 zwischen 0.1 und 2.5 mg.kg Korpergewicht 
pro Tag liegt 

55 15. Verwendung von Verbindungen gema/3 einem oder mehreren der vorangegangenen Anspruche 1 
bis 8 zur Herstellung von Arzneimitteln. 
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© LHRH-Anatagonisten sind beschrieben, die eine bezug auf diese Verbindungen. 

verbesserte Wassertoslichkeit aufweisen, und die 

wahrend sie eine hohe antagonistische Wirksamkeit 

der basischen Peptide aufweisen, frei von oedema- 

tosen Auswlrkungen sind. Diese Verbindungen sind 

hochwirksam in der Hemmung der Freiseteung von 

Gonadotropinen aus der HirnanhangsdrOse von Sau- 

getieren einschiiesslich Menschen. 

Die Verbindungen werden durch die folgende 
Formel wiedergegebsn: 

X-R 1 -R 2 -R 3 -Ser-Tyr-R 6 -Leu-Arg-Pro-R 10 -NH 2 
worin 

X eine Acylgruppe aus geraden oder verzweigten 

Ketten aliphatischer oder alicyciischer CarbonsSuren 
jvjmit 1 bis 7 Kohlenstoffatomen oder eine Carbamoyl- 
rfGaippeist, 

R 1 D- oder L-Pro, D- oder L- 3 -Pro, D-Phe, D-Phe(4- 
2ci), D-Ser, D-Thr, D-Ala, D-Nal(1) oder D-Nal(2) ist, 

<5fR 2 D-Phe oder D-Phe(4-HI) ist, _ _ . 

" R3 D-Trp, D'-PheT. D«Pa!(3)rD-Nal(1) oder D-Nal(2) 
mist, 

MR 6 D-Cit D-Hci, D-Cit(Q) oder D-Hci(Q) und 
0 R 10 Gly oder D-Ala ist. 

wobei HI Fluor, Chlor oder Brom und Q Ci-C3-Alkyl 
g; ist, 

■"und die pharmazeutisch annehmbaren Saureaddi- 
tionssaize davon und Verfahren zur Verwendung in 
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Abstract 



Disclosed is a pharmaceutical aerosol formulation of biologically active polypeptide which is a human interferon or a 
human interleukin, which is characterized by the fact that said polypeptide is in the form of solid micronized particles 
having a predetermined median diameter. An aqueous solution of the polypeptide is lyophilized followed by milling 
into an appropriate particle size of 0.5 to 10 mu m in median diameter to target either an upper or lower respiratory 
tract The polypeptide aerosol suspension prepared m a pressurized metered-dose inhaler and administered by oral 
inhalation was found to produce desired local and systemic effects in animal tests. The biological response obtained 
with the polypeptide aerosol compares favorably to the response obtained from parenteral administration. 
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